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Kronično vnetno črevesno bolezen (KVČB) delimo na ulcerozni kolitis ter Crohnovo 
bolezen. Za obe obliki je vzrok prekomerna aktivacija imunskega odziva v sluznici črevesja, 
pri čemer pomembno vlogo igra citokinska os IL-23/Th17. Trenutno zdravljenje poteka 
sistemsko z aminosalicilati, imunosupresivi, kortikosteroidi, pri najhujših oblikah pa s 
protitelesi proti različnim tarčam v procesu vnetnega odziva. Ker imajo protitelesa visoko 
ceno, veliko neželenih učinkov ter pri velikem deležu bolnikov niso učinkovita, poteka 
razvoj majhnih proteinov z visoko afiniteto vezave, specifičnostjo ter sposobnostjo inhibicije 
vnetja. V okviru magistrskega dela smo uporabili rekombinantne proteine REX009, 
REX115 in REX125 s potrjenim antagonističnim delovanjem na receptor za IL-23 in jih 
nadgradili s tarčno dostavo. Kot dostavni sistem smo izbrali mlečnokislinske bakterije 
Lactococcus lactis, saj imajo status GRAS (Generally recognized as safe) in pripomorejo k 
vzpostavitvi normalne mikrobiote v sluznici črevesja. Cilj je bil pripraviti bakterije s 
sposobnostjo izločanja proteinov REX v gojišče in bakterije s sposobnostjo površinske 
predstavitve proteinov REX. Za pripravo plazmidov z genskimi konstrukti REX smo 
uporabili plazmide pNZ8148, pSDBA3b in pGEM-T Easy. Končni plazmidi so bili 
pripravljeni v ogrodju plazmida pSDBA3b, ki omogoča z nizinom nadzorovano izražanje 
genov, z dodanimi geni za signalni peptid Usp45, označevalni peptid Flag, protein REX ter 
površinsko sidro cAcmA. V procesu priprave končnih konstruktov smo genske fragmente 
pomnoževali s PCR, jih ločevali z agarozno gelsko elektroforezo ter jih v plazmide vstavljali 
z restrikcijo in ligacijo. Plazmide smo analizirali s postopkom PCR na kolonijah in z 
določanjem nukleotidnega zaporedja ter s preverjenimi transformirali bakterije. Izražanje 
proteinov REX smo preverili po ločevanju s postopkom NaDS PAGE, in sicer s metodama 
prenosa po westernu ter z barvanjem z barvilom Commassie Brilliant Blue. Izločanje 
proteinov REX ter obseg njihove površinske predstavitve smo preverili s pretočno 
citometrijo. Potrdili smo uspešno vezavo na receptor za IL-23 za vse površinsko 
predstavljene proteine REX, pri čemer smo opazili najmočnejšo vezavo s proteinom 
REX125. Ob tem smo ugotovili tudi negativen vpliv sklopitve z označevalnim peptidom 
Flag na obseg vezave. Dodatno smo opravili modificiran test ELISA, s katerim smo potrdili 
prisotnost izločenih proteinov REX v gojišču in njihovo sposobnost vezave na imobiliziran 
receptor IL-23R, pri čemer je največji obseg vezave izkazal protein REX009. V raziskavi 
smo tako potrdili zmožnost rekombinantnih bakterij za dostavo vezalcev receptorja IL-23R, 
njihovo terapevtsko učinkovitost pa bo potrebno ovrednotiti na živalskem modelu KVČB. 
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Inflammatory bowel disease is a term for two conditions, ulcerative colitis and Crohn's 
disease, that are characterized by excessive activation of the immune response in the 
intestinal mucosa, in which the IL-23/Th17 axis plays an important role. The disease is 
treated systemically with aminosalicylates, immunosuppressants, corticosteroids and, in the 
most severe forms, with antibodies against various targets in the process of inflammatory 
responses. Because antibodies have high prices, many side effects, and they are not effective 
in a large proportion of patients, development of smaller proteins with high binding affinity, 
specifity and ability of inhibition was neccesary. In the context of the master's thesis we used 
recombinant proteins REX009, REX115 and REX125 with a confirmed antagonist activity 
for the receptor for IL-23 and upgraded them with a targeted delivery. For the delivery 
system we selected the lactic acid bacterium Lactococcus lactis, because of its GRAS status 
(generally recognized as safe) and beneficial effects on gut microbiota. We aimed to 
engineer recombinant L. lactis cells secreting REX proteins into the media, and with the 
ability to display REX proteins on surface. For the preparation of plasmids with the REX 
gene construct we used model plasmids pNZ8148, pSDBA3b and pGEM-T Easy. The final 
plasmids were constructed within the plasmid framework of pSDBA3b, which allows nisin 
controlled gene expression, with the addeded Usp45 secretion signal, Flag tag, REX protein, 
and the cAcmA surface anchor. In the process of preparing constructs, gene fragments were 
amplified with PCR, separated by agarose gel electrophoresis, and inserted into the plasmids 
by restriction and ligation. Plasmids were analyzed with colony PCR, verified with 
nucleotide sequencing and introduced into L. lactis. Expression of recombinant proteins was 
demonstrated with SDS PAGE, Western blot and Commassie Brilliant Blue staining . To 
evaluate the secretion and the surface display, we used flow cytometry. We confirmed the 
successful binding of the IL-23 receptor to surface displayed REXs, with the highest binding 
ability demonstrated for REX125. Furthermore, we investigated the effect of fusion with the 
Flag peptide, and found a negative effect on the extent of binding. In addition, statistically 
significant binding of secreted REX009 and REX115 proteins to bacterially produced 
soluble human IL-23R was confirmed by ELISA. 
KEYWORDS  
Lactococcus lactis, inflammatory bowel disease, surface display, recombinant proteins 
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SEZNAM OKRAJŠAV  
ABD – albumin vezavna domena, angl. albumin binding domain 
AK – aminokislina  
APC – antigen predstavitvena celica 
ATP – adenozin trifosfat 
BSA – goveji serumski albumin, angl. bovine serum albumin 
CB – Crohnova bolezen  
dNTP - deoksinukleozidtrifosfat  
DC – dendritična celica 
DNK – deoksiribonukleinska kislina 
FALS – sprednji detektor svetlobe, angl. forward angle light scatter 
Fc – Fc regija protitelesa 
FDA – Uprava ZDA za hrano in zdravila, angl. Food and Drug Administration 
GIT – gastrointestinalni trakt 
GRAS – splošno priznano kot varno, angl. Generally recognized as safe 
HRP – hrenova peroksidaza 
IFNγ – interferon γ  
IgG – imunoglobulin G 
IL – interlevkin 
ILGF – inzulinu podoben rastni dejavnik, angl. insulin-like growth factor  
IL-12p40 – p40 podenota interlevkina 23, ki je prisotna tudi pri interlevkinu 12 
IL-12Rβ1 - β1 podenota receptorja za interlevkin 23, ki je skupna z receptorjem za 
interlevkin 12 
IL-23p19 – p19 podenota interlevkina 23 
IL-23R – receptor za interlevkin 23 
IL-23Rex – zunajcelična enota receptorja za IL-23 
IL-23RFc – receptor IL-23, sklopljen z regijo Fc človeškega IgG 
IO – imunski odziv  
JAK-STAT – kinaza Janus, povezana s signalizatorjem translacije in aktivacije 
transkripcije  
KVČB – kronična vnetna črevesna bolezen  
LDH – laktatna dehidrogenaza  
MFI – povprečna intenziteta fluorescence, angl. mean fluorescence intensity 
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MKB – mlečnokislinska bakterija  
MO – mikroorganizem 
NAD – nikotinamid adenin dinukleotid  
NaDS – natrijev dodecil sulfat 
NICE – z nizinom nadzorovano izražanje genov, angl. nisin controlled expression system 
NK – naravna celica ubijalka, angl. natural killer cell 
PAGE – poliakrilamidna gelska elektroforeza 
PCR – verižna reakcija s polimerazo, angl. polymerase chain reaction 
PLA – polimer mlečne kisline, angl. polylactic acid 
RALS – stranski detektor svetlobe, angl. right angle light scatter 
SD – standardni odklon, angl. standard deviation  
TGFβ – transformirajoči rastni dejavnik β 
Th - T celice pomagalke, angl. T helper cell 
TNF – dejavnik tumorske nekroze 
Treg – regulatorne T celice, angl. T regulatory cell 
Tyk2 – tirozinska protein kinaza 2 
UK – ulcerozni kolitis 
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1.1 IMUNSKI ODZIV  
Človeško telo je popoln gostitelj za mikrobe, zato se je skozi evolucijo razvil učinkovit 
sistem za odstranjevanje patogenov, toksinov in alergenov, ki je sestavljen iz organov in tkiv 
(kostni mozeg, vranica, bezgavke, itd.), celic (limfociti, celice ubijalke, granulociti, itd.) ter 
vodotopnih signalnih molekul (komplement, citokini, protitelesa) imunskega sistema. 
Imunski sistem delimo na prirojeni oz. nespecifičen sistem (nevtrofilci, naravne celice 
ubijalke (NK), monociti, makrofagi, dendritične celice (DC), sistem komplementa), ki z 
antigene prepoznavajočimi receptorji na površini fagocitov (nevtrofilci, makrofagi) zazna 
tujek in ga po evolucijsko ohranjenem vzorcu hitro razgradi, ter na specifični pridobljeni 
sistem, katerega funkcija je, da tujek prepozna s kloni limfociti B in T ter uniči s specifičnimi 
protitelesi in citotoksičnimi celicami T. Prva interakcija med prirojenim in pridobljenim 
imunskim odzivom je, ko antigene predstavitvena celica (APC) (npr. DC) predstavi antigen 
limfocitu T. Tako se specifični imunski odziv razvije v nekaj dneh po prvotnem stiku s 
tujkom, spomin na to srečanje pa se lahko ohrani tudi desetletja (1,2).  
1.1.1 Celice imunskega sistema 
Celice imunskega sistema nastajajo iz skupne pluripotentne matične celice kostnega 
mozga, iz katere v prvi stopnji diferenciacije nastane multipotentni limfoidni ter mieloidni 
predhodnik (Slika 1).  
Slika 1: Shema diferenciacije celicimunskega sistema iz celic kostnega mozga (NK - celica naravna 
ubijalka, DC - dendritična celica), prirejeno po (3). 
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Vse vrste celic iz mieloidnega predhodnika (razen trombocitov in eritrocitov) imajo 
nalogo prepoznavanja tujkov v tkivih ali krvi, ter njihovega odstranjevanja s pomočjo 
lizosomskih encimov. Makrofagi in DC imajo pomembno vlogo pri začetni vzpodbudi 
imunskega odziva ter predstavitvi antigenov fagocitiranih patogenov limfocitom T. Iz 
limfoidnega predhodnika z diferenciacijo nastanejo celice NK ter limfociti B in T. Ti imajo 
na površini izražene receptorje za prepoznavanje različnih, večinoma točno določenih 
antigenov. Ob prepoznavi antigena se razvijta specifični imunski odziv in imunski spomin 
(1,3).  
Celice pridobljenega imunskega odziva z raznolikostjo svojih antigenskih receptorjev 
zagotovijo popoln odziv na posamezen patogen. Med sabo komunicirajo preko stikov 
(imunska sinapsa, T-celični receptorji, B-celični receptorji, molekule poglavitnega 
kompleksa tkivne skladnosti), in na daljavo preko signalnih molekul (citokinov, kemokinov, 
protiteles) (1).  
1.1.2 Signaliziranje s citokini 
Citokini so signalne molekule, večinoma glikoproteini, z molekulsko maso do 80 kDa, 
ki imajo avtokrino, parakrino ter endokrino delovanje. Izločajo jih različne celice imunskega 
sistema, najpogosteje makrofagi ter limfociti CD4+ Th (T celice pomagalke). Kompleksnost 
signaliziranja s citokini in medsebojni vplivi so na Sliki 2 prikazani v obliki sheme 
citokinske mreže (4). 
Slika 2: Citokinska mreža, prirejeno po (4). 
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Citokini sodelujejo v širokem spektru bioloških procesov v telesu, kot so prirojeni in 
pridobljeni imunski odziv, hematopoeza, vnetje, regeneracija tkiv in rast ter razmnoževanje 
tarčnih celic. Poznamo več razredov citokinov, vključno z limfokini (nastajajo samo 
limfocitih), monokini (nastajajo samo monocitih), kemokini (citokini s kemotaktično 
sposobnostjo) in interlevkini (IL; nastanejo v limfocitih in delujejo na druge limfocite) (4). 
Delimo pa jih lahko tudi na vnetne in protivnetne. Izločanje vnetnih citokinov, npr.: IL-1, 
dejavnika tumorske nekroze (TNF), IL-6, IL-11, IL-18, interferona γ (IFN- γ), je fiziološko 
spodbujeno po aktivaciji makrofagov z namenom priprave telesa na morebitno nevarnost. 
Makrofagi izločajo citokine, ki vzpodbudijo delovanje specifičnega (limfociti T in B) in 
nespecifičnega imunskega odziva. Vnetni odziv omejujejo in po potrebi zavirajo protivnetni 
citokini. Glavna predstavnika slednjih sta IL-10 in transformirajoči rastni dejavnik β (TGF-
β) (5).  
1.2  KRONIČNA VNETNA ČREVESNA BOLEZEN  
Kronična vnetna črevesna bolezen (KVČB) je bolezen, za katero je značilna prekomerna 
aktivacija tako prirojenega kot pridobljenega imunskega sistema v sluznici prebavil, 
kopičenje celic imunskega odziva in sproščanje mediatorjev vnetja, kar se kaže kot 
dolgotrajno vnetje sluznice gastrointestinalnega trakta (GIT). KVČB delimo na Crohnovo 
bolezen (CB), ki lahko prizadene katerikoli del GIT, in ulcerozni kolitis (UK), ki prizadene 
le debelo črevo. Najpogostejši simptomi so vročina, diareja, bolečine v trebuhu in 
zmanjšanje telesne teže zaradi zmanjšane absorpcije hranil. KVČB lahko vodi do perforacije 
kolona, nastanka rakavega obolenja, artritisa, intestinalne obstrukcije in bolezni kosti (6). 
Vzroki za nastanek KVČB so odvisni od številnih dejavnikov, ki še niso povsem pojasnjeni, 
nedvomno pa vključujejo spremembe sestave mikrobiote v črevesju, zunanje dejavnike 
(predvsem kajenje ter stres) ter  genetske spremembe na kromosomih 16q, 12q in 5q (7). 
1.2.1 Aktivacija imunskega odziva pri KVČB 
Pri KVČB mikroorganizmi (MO) iz lumna črevesja zaradi spremenjenega epitelija in 
povečane permeabilnosti lažje prehajajo intestinalno bariero, kjer se najprej srečajo s 
celicami prirojenega imunskega sistema. Te s pomočjo Toll-u podobnih receptorjev 
prepoznajo s patogeni povezane strukture na njihovi površini, tujke fagocitirajo ali jih uničijo 
s tvorbo citotoksičnih spojin ter v mikrookolje sprostijo vnetne citokine, kot so TNF-α, IL-
1β, IFN-γ in IL-23. Ob tem pride do vnetne reakcije v okolici mesta vdora patogena in 
aktivacije APC, ki prenesejo podatke o antigenu do naivnih limfocitov T v lokalnih 
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sekundarnih limfatičnih organih, npr. Peyerjeve zaplate in bezgavke (8,9). Interakcija vodi 
do aktivacije ustreznih klonov naivnih celic T in s tem do specifičnega imunskega odziva. 
Sočasno poteka tudi spodbuda imunskega odziva s pomočjo citokinov. Začetna stimulacija 
naivnih celic T poteka s TGF-β, IL-6 in IL-1β. Razvijejo se celice T pomagalke (Th) ter 
regulatorne celice T (Treg), katerih ekspanzijo krepi IL-21, v kasnejših fazah pa jo stabilizira 
IL-23. Aktivirane efektorske celice Th spodbujajo vnetje z uničenjem tujka, regulatorni 
limfociti T pa vnetje omejujejo z izločanjem IL-10 in TGF-β, vzdržujejo imunsko toleranco 
ter homeostazo. V Preglednici I so navedeni citokini, ki vplivajo na diferenciacijo celic T, 
in citokini, ki jih posamezna podvrsta izloča (8,10). Za patogenezo KVČB je značilno, da 
izločanje in aktivnost efektorskih celic (Th1, Th2, Th17) prevladuje nad delovanjem Treg, 
zato se vnetje ne prekine (8).   






Citokini, ki jih 
izloča podskupina 
Funkcija celične linije 




Povečan odziv Th1, klonska 
ekspanzija citotoksičnih T 
celic 
Th2 IL-4, IL-25, 
IL-6 
IL-2, IL-4, IL-5, 
IL-13, IL-25, IL-10 
Povečan odziv Th2, 
povečana proizvodnja 
protiteles 
Th17 TGF-β, IL-6, 
IL-1β, IL-21, IL-23 
IL-17A/F, IL-21, 
IL-22 
Povečan odziv Th17 in 
IFN-γ, avtoimunski 
odziv 
Treg TGF-β TGF-β, IL-10 Zmanjšan vnetni odziv, 
zmanjšan avtoimunski odziv 
 
1.2.2 Pomen citokinske osi IL-23/Th17 
Študije motenj v regulaciji vnetnega odziva in aktivacije celic Th pri KVČB so pokazale 
značilne razlike med CB in UK. Pri CB je v sluznici povečana aktivnost celic Th17 
(proizvodnja IL-17) ter Th1 (proizvodnja IFN-γ in TNF-α). Pri UK pa je povečana aktivnost 
celic Th17 in Th2. Obema oblikama KVČB je skupna prekomerna aktivacija celic Th17, 
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katerih ekspanzijo ter vzdrževanje promovirajo citokini IL-23, IL-17 in IL-6 , zato je zadnje 
čase zelo velik poudarek na preučevanju citokinske osi IL-23/Th17 (9).  
IL-23 proizvajajo in izločajo makrofagi, DC, nevtrofilci in epitelijske celice. Je ključen  
citokin za vzdrževanje celične linije Th17. Veže se na receptor IL-23 (IL-23R), kar aktivira 
signaliziranje preko signalne poti JAK-STAT (kinaza Janus, povezana s signalizatorjem 
translacije in aktivacije transkripcije) vključujoč Jak2, Tyk2, Stat1, Stat3, Stat4 in Stat5, 
posledica česar je regulacija transkripcije genov 
ter sproščanje vnetnih citokinov (Slika 3) (15). 
IL-23 je sestavljen iz specifične podenote p19  
(IL-23p19) in podenote p40, ki je prisotna tudi pri  
IL-12 (IL-12p40). Po istem principu je tudi 
receptor IL-23R sestavljen iz dveh podenot, in 
sicer  specifične IL-23R ter IL-12Rβ1, ki jo 
vsebuje tudi receptor za IL-12. Vezava na IL-23R 
vodi do aktivacije imunskega odziva preko celic 
Th17, vezava na IL-12R pa do aktivacije 
imunskega odziva preko limfocitov Th1 (11). 
Pred kratkim so dokazali učinkovitost zaviranja 
citokinske osi IL-23/Th17 z biološkim zdravilom 
ustekinumab. 
1.2.3 Zdravljenje KVČB 
Zdravljenje KVČB poteka s spremembo življenjskega sloga, farmakoterapijo ter v 
najhujših oblikah bolezni tudi z operativnimi posegi. Sprememba življenjskega sloga 
pomeni prenehanje kajenja, izogibanje stresu ter zdravo prehrano z vključevanjem 
probiotikov in prebiotikov v prehrano za ureditev črevesne mikrobiote (12). Trenutni 
farmakoterapevtiki zavirajo različne točke v procesu imunskega odziva. Tako 5-
aminosalicilati in kortikosteroidi (sulfasalazin, prednizolon, itd.) z zaviranjem sinteze 
mediatorjev vnetja prekinejo vnetno reakcijo. Primerni so za zagon in vzdrževanje remisije, 
a je njihova dolgoročna uporaba nepriporočljiva, saj imajo veliko neželenih učinkov. 
Imunomodulatorji (azatioprin, metotreksat, itd.) z zaviranjem sinteze nukleinskih kislin 
preprečijo rast in razmnoževanje celic imunskega vnetnega odziva. Za zagon in vzdrževanje 
remisije so potrebni veliki parenteralni odmerki, s tem pa so seveda pogojeni neželeni učinki. 
Slika 3: Shema IL-23R; TYK2 - nereceptorska 
tirozinska protein kinaza Tyk2, prirejeno po (11). 
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Peroralno se uporabljajo v manjših odmerkih, predvsem z namenom preprečitve imunskega 
odziva na biološka zdravila. Neželeni učinki terapije so mielosupresija, hepatotoksičnost, 
pankreatitis in limfom (12,13). Preostala našteta zdravila se uporabljajo le v primeru 
neodzivnosti na prej omenjene zdravile učinkovine in so vsa biološkega izvora oz. 
monoklonska protitelesa. Antagonisti TNFα (infliksimab, adalimumab, golimumab, itd.)  
zavirajo vnetno delovanje TNF-α, ki ga večinoma izločajo makrofagi, v odziv na 
lipopolisaharide ter ostale bakterijske proizvode. Kljub visoki ceni pa so tovrstna zdravila 
dolgotrajno učinkovita pri razmeroma nizkem odstotku pacientov, in sicer bodisi zaradi 
neodzivnosti na terapijo ali pa pojava intolerance. Novejši zdravili sta proti-integrinska 
učinkovina vedolizumab, ki prekine potovanje podskupine limfocitov T v sluznico ter 
antagonist IL-12/23 ustekinumab. Slednje monoklonsko protitelo blokira podenoto p40, ki 
je skupna IL-12 in IL-23 ter s tem zavira delovanje dveh različnih signalnih poti. Žal pa ima 
kardiovaskularne neželene učinke in povečuje tveganje za razvoj raka, zato potekajo 
prizadevanja v smeri razvoja zdravilnih učinkovin s specifičnim delovanjem na signalno pot 
IL-23 (15). 
V fazi kliničnih preizkušanj sta trenutno: zaviralca signalnega prenosa JAK/STAT 
tofacitinib in filgotinib, ki prekineta celično rast, razmnoževanje, diferenciacijo in 
regulatorne imunske funkcije celice; zdravilne učinkovine, ki prekinejo transport limfocitov 
v sluznico (etrolizumab); ter proti-citokinska protitelesa, ki se vežejo na podenoto p19 IL-
23 (risankizumab, brazikumab) (12). Večino novih biofarmacevtikov predstavljajo 
protitelesa, ki pa imajo kljub široki uporabi žal številne slabosti. Protitelesa so proteini z 
veliko molekulsko maso, omejeno prehodnostjo skozi membrane, visoko ceno ter 
potencialno imunogenostjo (14). 
Kot alternativa protitelesom, razvoj novih bioloških zdravilnih učinkovin temelji na 
odkrivanju proteinov z majhno molekulsko maso neimunoglobulinskega izvora, ki ne 
potrebujejo posttranslacijskih modifikacij in so po navadi tudi brez disulfidnih mostov. 
Njihove prednosti so velika afiniteta, specifičnost in inhibitorna funkcija. Poznanih je že več 
kot 20 skupin majhnih proteinov neimunoglobulinskega izvora, med katerimi so albumin 
vezavna domena (ABD), Adhiron, Adnectin Monobody, Affilin, Affibody, DARPin, 
Pronectin, itd. Med seboj se razlikujejo po starševskem proteinu, izvoru (človeški, 
bakterijski, rastlinski, arhejski, insektni, živalski ali umetni) ter posledično v strukturi, ki 
pogojuje specifično vezavo na tarčne proteine (14).  
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1.2.4 Proteini ABD 
Bakterije so tekom evolucije razvile uspešne obrambne mehanizme, s katerimi se 
izognejo imunskemu odzivu. Večina Gram-pozitivnih bakterij v ta namen sintetizira 
membranske proteine, na katere se vežejo gostiteljevi proteini, kar prepreči prepoznavo 
bakterije. Lep primer za to so streptokoki, ki imajo na površini izražen protein G. Protein G 
ima na N koncu (Ss) tri področja, odgovorna za vezavo albumina (ABD1-3) ter na C-koncu 
(W) tri področja za vezavo imunoglobulinov (C1-C3), ki jih ločuje distančnik (S) (Slika 4). 
Od vseh albumin vezavnih domen je najbolje preučena ABD3. Z jedrsko magnetno 
resonanco so ugotovili, da se domena iz 46 aminokislin zvije v stabilno trojno α-vijačnico. 
ABD lahko uporabimo za afinitetno odstranjevanje albumina iz raztopine. Trenutno se 
homologni proteini ABD različnih bakterijskih vrst in ABD pridobljeni z genskim 
inženirstvom preučujejo z namenom ustvarjanja kombinacijskih knjižnic, ki izkazujejo 
specifičnost, afiniteto in inhibicijo želenih tarčnih proteinov (16).  
Za zdravljenje KVČB je pomembna knjižnica rekombinantnih vezalcev receptorja IL-
23 (IL-23R). Ta knjižnica šteje 34 tovrstnih vezalcev (vezalci REX), ki preprečijo vezavo 
podenote p19 IL-23 na IL-23R. Izpostavimo lahko vezalce REX009, REX115 in REX125, 
ki so v preizkusu ex vivo sstatistično značilno inhibirali od IL-23 odvisno sproščanje IL-17 
(15).  
Slika 4: Shema proteina G, prirejeno po (15). 
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1.3 LACTOCOCCUS LACTIS  
1.3.1 Mlečnokislinske bakterije 
Mlečnokislinske bakterije (MKB) se že stoletja uporabljajo za fermentacijo. Njihova 
dolgoletna varna uporaba je bila osnova za odobritev statusa GRAS (angl. Generally 
Recognized as Safe) s strani FDA (angl. Food and Drug Administration). MKB najdemo 
tudi v normalni človeški mikrobioti GIT, lahko pa jih vnašamo v telo s probiotičnimi 
pripravki. Najpogostejša rodova sta Lactobacillus in Bifidobacterium (17). Beseda 
˝probiotik˝ izvira iz starogrških besed ˝pro bios˝ in pomeni ˝za življenje˝. Trenutno veljavna 
definicija pravi, da so probiotiki živi mikroorganizmi, ki ob aplikaciji v ustrezni količini 
koristijo zdravju gostitelja (18).  
MKB so po Gramu pozitivne, anaerobne, nesporogene bakterije z majhnim deležem 
nukleotidov GC v genomu. Njihova skupna značilnost je metabolizem laktoze v mlečno 
kislino (fermentacija). Med MKB spadajo rodovi: Carnobacterium, Bifidobacterium, 
Enterococcus, Lactobacillus, Lactococcus, Leuconostoc, Oenococcus, Pediococcus, 
Streptococcus, Tetragenococcus, Vagococcus in Weisela. Za svojo rast potrebujejo bogato 
gojišče, saj morajo privzeti esencialne aminokisline ter vitamine in minerale. Med gojenjem 
proizvajajo mlečno kislino, ki znižuje pH gojišča. Rast MKB se ustavi med vrednostimi pH 
4,5 in 4 oz. pri temperaturi nad 45°C. MKB lahko učinkujejo šele, ko preživijo stik z 
želodčnimi in žolčnimi kislinami ter encimi dvanajstnika, čemur sledi njihovo zadrževanje 
v črevesju. Zadrževanje je lahko posledica zagozditve bakterij v sluznici, lahko pa poteka 
tudi preko specifičnih adhezivnih molekul. Na ekstremne pogoje v GIT so najbolj odporni 
sevi Lb. rhamnosus GG, Lb. johnsonii La1, Lb. casei Shirota in Lb. casei DN-114 001. MKB 
so dovzetne za spremembe povzročene z genskim inženirstvom, zato jih zadnja tri desetletja 
pospešeno razvijajo kot gostitelje rekombinantnih proteinov (18).  
MKB imajo ob rednem uživanju številne pozitivne učinke na telo. Nekateri laktobacili 
lahko po principu kompetitivne izključitve zaščitijo gostitelja pred kolonizacijo s patogenimi 
bakterijami v črevesju, saj z njimi tekmujejo za hranila in adhezivna mesta na črevesnem 
epiteliju. Izločanje mlečne kisline in bakteriocinov dodatno pripomore k odstranitvi 
patogenov. Nekateri površinski molekulski vzorci MKB so sposobni z interakcijo z 
epitelijskimi Toll-u podobnimi receptorji spodbuditi zaščitne imunske mehanizme ter 
obnovo in ojačitev epitelijske bariere. Predvsem laktobacili lahko vzpodbudijo tudi izločanje 
ostalih proteinov, vključenih v vzdrževanje homeostaze epitelijske bariere, npr. proteina 
Benko A. Razvoj mlečnokislinskih bakterij Lactococcus lactis s sposobnostjo dostave proteinskih … interlevkin 23.  
Magistrska naloga, Ljubljana, Univerza v Ljubljani, Fakulteta za farmacijo, 2019  
9 
 
mucin-2, ki je najpogostejši protein v sluznici. Študije in vitro so pokazale, da povečan obseg 
izločanja mucina-2 iz epitelijskih celic Caco-2 prepreči adhezijo patogene bakterije 
Escherichia coli. Določeni sevi MKB lahko tudi povečajo izločanja defenzinov iz 
enterocitov, kar omogoča biološko zaščito pred potencialnimi patogeni v lumnu črevesja. 
Najpogostejši učinek probiotikov in s tem MKB je vzpodbuditev gostiteljevega imunskega 
sistema in inhibicija vnetnega odziva. Po interakciji probiotikov z intestinalnimi 
dendritičnimi celicami pride do razvoja regulatornih limfocitov T in B ter posledično do 
povečanja izločanja protivnetnega IL-10 in zmanjšanje izločanja provnetnih citokinov IFNγ 
in TNFα (19).  
1.3.2 Splošno o rodu Lactococcus lactis  
Lactococcus lactis je Gram pozitivna, sferična, homolaktična, fakultativno anaerobna 
bakterija, ki ne tvori spor. Rod L. lactis delimo na podvrste L. lactis ssp. lactis, L. lactis 
ssp. cremoris in L. lactis ssp. hordnia. Stoletja se že uporabljajo za fermentacijo hrane, 
predvsem sira, jogurta in kislega zelje, saj poleg znižanja pH dajejo hrani tudi značilen 
okus. Nekateri sevi povečajo obstojnost hrane tudi s tvorbo bakteriocinov. Genom L. 
lactis so že določili in obsega 2,3 Mbp. Razvoj orodij genskega inženirstva bakterije L. 
lactis (tranformacija, razpoložljivost številnih vektorjev, nadzorovan izbris genov, 
konjugacija, nadzorovano izražanje genov) je razlog, da je postala ta bakterija modelna 
MKB. V zadnjih dveh desetletjih se je tako njena uporaba razširila od uporabe v živilstvu 
do uspešne osnove celične tovarne. Tako se razvijajo sistemi za dostavo proteinov z 
inducibilnim oz. konstitutivnim izražanjem. Izraženi proteini se kopičijo v bakteriji, se 
vežejo na njeno površino ali pa se izločajo v gojišče. V nekaterih primerih se že uporablja 
kot Gram pozitivna alternativa modelnim bakterijam Bacillus subtilis in Lactobacilus 
plantarum, pa tudi po Gramu negativni bakteriji Escherichia coli (20,21).  
1.3.3 Orodja genskega inženirstva združljiva z bakterijo L. lactis  
Glavni razlogi za uporabo vrste L. lactis v genskem inženirstvu so bogato znanje o 
njenem genskem zapisu, obstoj kar 222 sevov s popolnoma določenimi nukleotidnimi 
zaporedji genomov in številni možni sistemi izražanja.  
Veliko konstitutivnih in inducibilnih sistemov izražanja so razvili s pomočjo presejanja 
promotorjev z uporabo reporterskih genov, kot je npr. beta-galaktozidaza. Najpogosteje 
uporabljena konstitutivna laktokokna promotorja sta P45 in P32. V večini primerov pa so 
bolj zaželeni in širše uporabni inducibilni promotorji, ki omogočajo boljši nadzor nad 
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procesom. Za indukcijo promotorjev so potrebni različni pogoji. Sistema 𝑃(𝑍𝑛)𝑧𝑖𝑡𝑅 in Zirex 
uravnava koncentracija cinkovih ionov v gojišču, promotor PA170 se inducira z znižanjem 
pH ob prehodu kulture v stacionarno fazo, promotor 𝑃𝑥𝑦𝑙𝑇 pa z dodatkom ksiloze v gojišče. 
Do sedaj najbolj uspešen in najpogosteje uporabljen inducibilen ekspresijski sistem v 
bakteriji L. lactis je zagotovo z nizinom nadzorovan sistem izražanja genov (NICE – nisin 
controlled gene expression system), in sicer v kombinaciji z gostiteljskim sevom L. lactis 
NZ9000 in ekspresijskim plazmidom pNZ8148 (20).   
Izraženi proteini se lahko kopičijo bodisi znotrajcelično ali pa se lahko izločajo v gojišče. 
Sistemi za izločanje proteinov v gojišče se uporabljajo prednostno, saj v nadaljnjih korakih 
olajšajo njihovo čiščenje, povečajo izkoristek ter olajšajo njihove interakcije s tarčnimi 
molekulami. Ta postopek je učinkovit, saj imajo po Gramu pozitivne bakterije le eno plast 
celične membrane, ki manj omejuje neposredno izločanje proteina v zunajcelični prostor. 
Dodatna pozitivna lastnost bakterije L. lactis je izločanje le ene zunajcelične proteaze HrtA, 
kar zmanjša verjetnost razgradnje izločenega proteina. Za izločanje proteina je potreben 
signalni peptid na N-koncu, ki s pomočjo celičnih mehanizmov usmeri protein preko 
citoplazemske membrane in celične stene. Kljub različnim zaporedjem signalnih peptidov, 
imajo ti nekatere skupne lastnosti, in sicer pozitivno nabiti N-konec, hidrofobno H-področje 
ter negativno nabito cepitveno območje na C-koncu. Glavni sekretorni protein bakterije L. 
lactis je protein Usp45, katerega funkcija še ni znana. Protein Usp45 je zaenkrat 
najučinkovitejši in najpogosteje uporabljen signalni peptid v bakteriji L. lactis, razvoj novih 
pa še poteka (22).  
Po izločanju iz celice se lahko protein veže na celično površino ali pa se porazdeli po 
gojišču. Debela in rigidna celična stena ter odsotnost zunanje celične membrane so lastnosti, 
ki so narekovale uporabo sistema površinske predstavitve. Bakterijska celica tako lahko 
predstavlja izločene rekombinantne proteine, kar je še posebej pomembno v primeru 
vezavnih proteinov. Poznamo pet tipov proteinskih sider, ki se pri bakteriji L. lactis 
uporabljajo za pritrditev na površino. To so transmembransko ali lipoproteinsko sidro za 
vezavo na celično membrano, sidro z domeno LPXTG za vezavo na celično steno, sidro z 
domeno LysM ter sidro S-plasti za vezavo na sestavine celične stene. Do sedaj se je 
najpogosteje uporabljal sistem predstavitve z domeno LPXTG. Ko se protein, sklopljen z 
domeno LPXTG, izloči v zunajcelični prostor, ga tam prepozna encim sortaza, ki ga razcepi 
na pentapeptidnem zaporedju LPXTG, nato pa se produkt kovalentno veže na celično steno 
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(23). Najpogosteje uporabljena metoda nekovalentnega sidranja proteinov na površino 
bakterije L. lactis poteka s sklapljanjem proteinov z domeno LysM. Primer je protein AcmA, 
ki na C terminalnem delu vsebuje 3 ponovitve LysM. Uporaba te metode omogoča tudi 
vezavo heterolognih proteinov, izraženih v ne-laktokoknem gostitelju (npr. bakteriji E. coli), 
ki jih dosežemo z enostavnim mešanjem očiščenih heterolognih proteinov in gensko 
nespremenjene kulture laktokokov (24). 
1.3.4 L. lactis kot celična tovarna  
Trenutno se razvijajo novi načini uporabe gensko spremenjene bakterije L. lactis na 
področju proizvodnje industrijskih metabolitov in encimov, za pripravo zdravilnih učinkovin 
in kot dostavnih sistemov za peroralna cepiva. Mlečna kislina je pomembna industrijska 
snov, ki se uporablja za zakisanje pri konzerviranju, kot izboljševalec okusa v prehranski 
industriji ter kot emulgator in vlažilno sredstvo v kozmetiki. Ob polimerizaciji mlečne 
kisline dobimo biorazgradljiv termoplastični polimer PLA (polimer mlečne kisline, angl. 
polylactic acid), ki lahko nadomesti nerazgradljive polimere, izdelane na osnovi nafte. Ob 
spremembi pogojev rasti bakterije L. lactis se aktivnost encima laktatne dehidrogenaze 
(LDH) zmanjša, poveča pa se aktivnost encimov acetolaktatne sintaze, piruvat-format liaze 
in piruvat dehidrogenaze, kar vodi do povečane proizvodnje diacetila, acetaldehida in 
acetata, ki se vsi uporabljajo za aromatiziranje hrane. Z nadzorovanjem razmerja kofaktorjev 
NADH:NAD+ lahko vplivamo na aktivnost nekaterih redoks encimov, npr. gliceraldehid 3-
fosfat dehidrogenaza, LDH, alkoholne dehidrogenaze (ADH), NADH oksidaze in drugih. S 
tem lahko zelo uspešno preusmerimo metabolizem iz homolaktične fermentacije v mešano 
kislinsko fermentacijo, s poglavitnima acetatom in acetoinom (25). V zadnjem času je 
poudarek na razvoju bakterije L. lactis s sposobnostjo proizvajanja vitaminov skupine B, in 
sicer folata (B11) in riboflavin (B2), iz prekurzorja gvanozin trifosfata. Z nekaterimi 
študijami so dokazali potencialno uporabnost bakterije L. lactis za proizvodnjo 
bakteriocinov, npr. nizina (konzerviranje hrane), ter etanola kot biogoriva. Gensko 
spremenjena bakterija L. lactis se uporablja tudi za izločanje rastlinskih heterolognih 
proteinov, kot so brazein (sladilo) ter linalol, ki se uporablja v kozmetiki (19).  
Bakterija L. lactis je ugoden gostiteljski organizem za peroralno dostavo terapevtikov, 
in sicer zaradi intrinzičnega imunomodulatornega delovanja, zmožnosti preživetja v 
ekstremnih pogojih GIT ter nezmožnosti njegove kolonizacije. Enega prvih poskusov 
proizvodnje in dostave terapevtika z bakterijami L. lactis so izvedli leta 2000. Pri tem so iz 
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njih izločali protivnetni citokin IL-10 za zdravljenje KVČB pri miših z induciranim 
kolitisom. Da so zagotovili varen gensko spremenjen organizem, so razvili timidin-
avksotrofni sev bakterije L. lactis, ki raste le ob zadostni količini dodanega timidina v 
gojišču, s čimer so preprečili preživetje spremenjenih bakterij v takem okolju (26). Za 
zdravljenje KVČB so razvili bakterije L. lactis s sposobnostjo izločanja tudi drugih 
citokinov, antioksidativnih encimov ter inhibitorjev proteaz (npr. inhibitorja serinske 
proteaze). Druga potencialna uporaba dostave citokina IL-10 je zdravljenje hipersenzitivnih 
reakcij, kot so alergije na hrano in astma, in sicer v kombinaciji z IL-12 (27). Učinkovitost 
zdravljenja so povečali s sočasno proizvodnjo adjuvantov, npr. IL-6/18 in RANKL ter 
rastnih dejavnikov npr. TGF-β1 in ILGF (28, 29, 30). Za zdravljenje alergij se uporablja tudi 
bakterija L. lactis s sposobnostjo izločanja rekombinantnih alergenov, npr. arašida, hišne 
pršice in breze (31, 32, 33). Na področju protitumorskih učinkovin uporabljajo 
rekombinantno bakterijo L. lactis za proizvodnjo tumor-supresorskih peptidov, kot je npr. 
KiSS1 (34). Gensko spremenjeno bakterijo L. lactis razvijajo tudi z namenom zdravljenja 
sladkorne bolezni tipa 1 , tromboze in drugih patoloških stanj (35, 36).   
Brez dvoma je med najzanimivejšimi načini uporabe bakterije L. lactis tisti, za dostavni 
sistem rekombinantnih antigenov, ki delujejo kot živo cepivo. To v GIT spodbudi sluznični 
in sistemski imunski odziv, ima adjuvantne lastnosti ter ne predstavlja tveganja, povezanega 
z oslabljenimi živimi patogeni (37). Prednostno, na omenjeni bakteriji površinsko 
predstavljene antigene, uporabljajo v kombinaciji z adjuvanti (npr. IL-2/6), kar močno 
poveča njihovo imunogenost v primerjavi z znotrajceličnim izražanjem oz. izločanjem v 
gojišče. Začetne poskuse tovrstne dostave cepiv so izvedli s predstavitvijo fragmenta 
tetanusnega toksina C, kasneje pa so poskuse razširili na področje cepiv proti papiloma 
virusu tipa 16, melanomu, raku na črevesju in drugim boleznim (38, 39, 40, 41). Razvilo se 
je tudi področje uporabe bakterije L. lactis kot živega dostavnega sistema za DNA cepiva. 
Eden prvih poskusov razvoja cepiv proti živalskim boleznim je bil usmerjen proti virusu 
infuence H5N1, in sicer v obliki peroralne in intranazalne aplikacije rekombinantnih bakterij 
L. lactis pri piščancih (42).  
1.4 Z nizinom nadzorovano izražanje genov (NICE) 
Nizin je protimikrobni peptid, zgrajen iz 34 aminokislin, ki v svoji strukturi vsebuje pet 
obročev. Veže se na lipid II in nato v kombinaciji z njim tvori majhne pore v citoplazemski 
membrani, kar vodi do vdiranja vode, nabrekanja in celične smrti. Zaradi širokega spektra 
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delovanja se pogosto uporablja kot konzervans v živilski industriji. Za biosintezo nizina je 
odgovoren skupek 11 genov (Slika 5), od katerih nisA kodira prekurzor nizina, ki je po 
sintezi podvržen potranslacijskim spremembam. Ostali geni (nisB, nisC, nisP, nisT) pa 
kodirajo proteine, ki sodelujejo pri modifikaciji in translokaciji nizina, pri odpornosti 
bakterije na nizin (nisI, nisF, nisE, nisG) in pri regulaciji izražanja genov za nizin (nisR, 
nisK). NisK je membranska histidin-protein kinaza, ki deluje kot receptor za zrel nizin. Po 
vezavi nizina nanjo se fosforilira protein NisR, ki se s tem aktivira (NisR*). NisR* aktivira 
promotorja PnisA in PnisF, kar je osnova za avto-indukcijski mehanizem nizina, ki se uspešno 
uporablja za rekombinantno izražanje genov (43).  
 
Slika 5: Shematska predstavitev skupka genov, ki sodelujejo pri tvorbi nizina. Puščice predstavljajo 
3 promotorje, ki uravnavajo izražanje proteinov. PnisA je promotor za gen nisA, ki je ključen za z nizinom 
nadzorovano izražanje genov. 
Za aplikacijo sistema NICE se uporabljajo derivati seva L. lactis ssp. cremoris MG1363, 
ki je brez plazmidov in brez skupka genov za proizvodnjo nizina. Da bi izkoristili 
avtoindukcijski mehanizem nizina za nadzorovano izražanje genov, so gena nisK in nisR iz 
nizinskega skupka vstavili v kromosom  bakterije L. lactis ssp. cremoris MG1363, pri čemer 
je nastal sev L. lactis NZ9000. Alternativno lahko gena nisK in nisR vstavimo tudi v plazmid. 
Najpogosteje uporabljen plazmid v kombinaciji z ekspresijskim NICE sistemom je 
pNZ8048. Želeni gen lahko pomnožimo z metodo PCR, pri čemer uporabimo ustrezne 
oligonukleotidne začetnike ter ga preko restrikcijskega mesta NcoI sklopimo s startnim 
kodonom ATG. Izražanje želenega gena spodbudimo z dodatkom nizina v gojišče. Glede na 
prisotnost ustreznega signalnega peptida, se protein začne kopiči v bakteriji ali pa se izloča 
v gojišče. Študije so pokazale, da je količina nastalega rekombinantnega proteina odvisna od 
količine dodanega nizina (44).  
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NAMEN DELA  
Namen našega raziskovalnega dela je združiti pozitivne lastnosti mlečnokislinskih 
bakterij za ciljano dostavo izbrane zdravilne učinkovine za zdravljenje kronične vnetne 
črevesne bolezni (KVČB). Pri raziskovalnem delu bomo uporabili modelno bakterijo 
Lactococcus lactis. Pripravili bomo genske konstrukte z majhnimi proteinskimi vezalci 
receptorja za citokin IL-23, imenovanimi REX009, REX115 in REX125, ki jih bomo 
nadzorovano izrazili s sistemom NICE. Proteini se bodo izločali v gojišče ali pa izražali na 
površini bakterij. Dostava tovrstnih vezalcev v prebavni trakt bi lahko zmanjšala aktivnost 
signalne poti vnetnega procesa, ki poteka preko limfocitov Th17, za katere je dokazano, da 
igrajo pomembno vlogo pri KVČB. Pri delu bomo uporabili metode genskega kloniranja in 
transformacije bakterij z elektroporacijo, izražanje proteinov pa bomo spremljali z gelsko 
elektroforezo v prisotnosti NaDS, prenosom po westernu, pretočno citometrijo in 
modificiranim testom ELISA. Za določitev funkcionalnosti tako modificiranih bakterij L. 
lactis bomo uporabili rekombinantni topni receptor IL-23 (IL-23R). Domnevamo, da bomo 
pri vsaj eni bakterijski koloniji, transformirani z izbranimi genskimi konstrukti, uspeli 
potrditi tvorbo funkcionalnih učinkovin, ki se bodo sposobni vezati na IL-23R. Končni cilj 
našega dela je zmanjšati aktivnost citokinske osi IL-23/Th17. 
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2 MATERIALI IN METODE  
2.1 Potek dela 
  
Slika 6: Shema poteka dela. 
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2.2 Materiali  
2.2.1 Bakterijske kulture 
Eksperimentalno delo smo izvajali z dvema bakterijskima kulturama: 
• Escherichia coli (E. coli) DH5α (Invitrogen), genotip: F- φ80lacZΔM15 
Δ(lacZYA-argF) U169 recA1 endA1 hsdR17 (rk-, mk+) phoA supE44 λ- thi-1 
gyrA96 relA1. 
Kompetentne celice E. coli smo uporabljali za pripravo genskih konstruktov 
REX. Uporabljali smo jih za namnožitev vektorja pGEM-T Easy z vstavljenim 
genom za protein REX ali protein USP-flag.  
• Lactococcus lactis (L. lactis) NZ9000, genotip: MG1363 nisRK ∆pepN 
NZ9000 je standardni sev za z nizinom nadzorovano izražanje genov (NICE®). 
Sev vsebuje regulatorne gene nisR in nisK integrirane v pepN gen matičnega 
seva L. lactis ssp. cremoris MG1363 (44). Sev NZ9000 smo uporabljali za 
namnožitev plazmida pSDBA3b, namnožitev plazmidov za izražanje genskih 
konstruktov REX, izražanje zunajceličnih proteinov REX ter za njihovo 
predstavitev na površini L. lactis.  
2.2.2 Plazmidi 
Pri pripravi genskih konstruktov smo uporabljali izpeljanke treh plazmidov: pGEM-T 
Easy, pNZ8148 ter pSDBA3b. Plazmid pSDBA3b smo uporabljali z namenom izražanja 
proteinov.  
• pGEM®-T Easy Vector (Promega) je splošen vektor za kloniranje produktov 
PCR (Slika 7). Je odprt plazmid, ki ima na obeh 3´-koncih dodan timidin, ki 
preprečuje zapiranje plazmida samega vase. Timidin na 3´-koncu omogoča tudi 
lažjo ligacijo plazmida s produktom PCR, pridobljenim s termostabilnimi 
polimerazami, ki na 5`-koncih dodajo adenozin (npr. polimeraza Taq). Plazmid 
vsebuje iniciacijsko mesto za T7 RNK polimerazo (T7) in iniciacijsko mesto za 
SP6 RNK polimerazo, ki omogočata pripenjaje polimeraz in s tem podvojevanje 
plazmidne DNA. Na plazmidu je prisoten gen za β-galaktozidazo z vstavljenim 
multiplim mestom za kloniranje (MCS), ki omogoča hitro identifikacijo 
transformiranih klonov z belo modrim testom. MCS vsebuje prepoznavna mesta 
za številne restrikcijske encime, ki omogočajo restrikcijo plazmida in vstavitev 
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DNA fragmentov. Gen Ampr  je gen za β-laktamazo, ki omogoča 
transformiranim bakterijam rezistenco na ampicilin (45).  
 
Slika 7: Shema vektorja pGEM-T Easy (45). 
• pNZ8148 je derivat plazmida pSH71 (Slika 8). MCS regija vsebuje prepoznavna 
mesta za več restrikcijskih encimov in se nahaja neposredno za nizinskim 
promotorjem A (Pnis A). Konec regije MCS predstavlja terminator označen s T. 
Gen Cm je gen za kloramfenikol acetiltransferazo, ki omogoča transformiranim 
bakterijam rezistenco na kloramfenikol (43). RepA in repC sta replikacijska 
gena.  
 
Slika 8: Shema vektorja pNZ8148 (46). 
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• pSDBA3b je derivat plazmida pNZ8148 in vsebuje fuzijski gen sestavljen iz 
signalnega peptida Usp45, B domene in C-terminalnega dela proteina AcmA 
(Slika 9). Usp45 je gen za signalni peptid za izločanje proteinov v gojišče, B 
domena je modelni protein, AcmA pa je zaporedje za sidranje na površino 
bakterije (57). 
 
Slika 9: Shema plazmida pSDBA3b (57). 
2.2.3 Oligonukleotidni začetniki 
V Preglednici II so zbrani vsi uporabljeni oligonukleotidni začetniki za pripravo želenih 
genskih konstruktov. Začetni oligonukleotidi imajo dolžino vsaj 18 baznih parov (bp), kar 
omogoča specifično vezavo, imajo delež gvanozina/citozina 40-60 %, temperaturo tališča 
(Tm) 46-55 °C, razliko v Tm med začetnima nukleotidama manj od 3 °C ter se na 3'-koncu 
zaključijo z gvanozinom ali citozinom. Naročili smo jih pri podjetju IDT (Belgija) ter jih ob 
prevzemu razredčili do koncentracije 5 µM.  
Preglednica II: Zbirka oligonukleotidnih začetnikov uporabljenih pri eksperimentalnem delu. 
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Pri eksperimentalnem delu smo uporabljali encime, navedene v Preglednici III.  
Preglednica III: Pri eksperimentalnem delu uporabljeni encimi, njihove funkcije in 
proizvajalci. 
Encim  Funkcija Proizvajalec 
DreamTaq Green DNA polimeraza Pomnoževanje DNA Fermentas (ZDA) 
T4 DNA ligaza Ligacija fragmentov DNA Fermentas (ZDA) 
Lizocim Razgradnja stene L. lactis Sigma (ZDA) 
Mutanolizin Razgradnja stene L. lactis Sigma (ZDA) 
NcoI Cepi zaporedje CCATGG Thermo Fisher (ZDA) 
BamHI Cepi zaporedje GGATCC Thermo Fisher (ZDA) 
EcoRI Cepi zaporedje GAATTC Thermo Fisher (ZDA) 
XbaI Cepi zaporedje TCTAGA Thermo Fisher (ZDA) 
 
2.2.5 Kemikalije (reagenti in topila) 
V Preglednici IV so navedene kemikalije uporabljene pri eksperimentalnem delu ter 
njihovi proizvajalci.  
Preglednica IV: Kemikalije uporabljene pri eksperimentalnem delu. 
Kemikalija Proizvajalec 
0,5 M Tris-HCl pH 6,8 Pripravimo sami 
1,5 M Tris-HCl pH 8,8 Pripravimo sami  
10% razbarvalna raztopina Pripravimo sami 
10x DreamTaq Green Buffer Fermentas (ZDA) 
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TAE pufer Pripravimo sami  
2x ligacijski pufer (2x Rapid Ligation Buffer) Promega (ZDA) 
30% razbarvalna raztopina Pripravimo sami  
6x nanašalna raztopina za elektroforezo  Fermentas (ZDA) 
Agaroza BioWhittaker Molecular 
Applications (ZDA) 
Akrilamid Merck (ZDA) 
Ampicilin Sigma (ZDA) 
APS amonijev persulfat  Sigma-Aldrich (ZDA) 
B3 coomassie blue Pripravimo sami  
Blokirna raztopina, nemastno mleko v prahu Pomurske mlekarne 
(SLO) 
Butanol Merck (ZDA) 
Coomassie Brilliant Blue  Amersham (VB) 
dATP, dCTP, dGTP, dTTP Promega (ZDA) 
DTT Fermentas (ZDA) 
Etanol 96 % (v/v) Carlo Erba (ITA) 
Fast digest pufer  Thermo Fisher (ZDA) 
Glicerol  Carlo Erba (ITA) 
Glukoza monohidrat Fluka (ZDA) 
Glicin Sigma (ZDA) 
HCl (37%) Merck (ZDA) 
Kloramfenikol Sigma (ZDA) 
Lumi-Light Enhencer Solution Roche (SUI) 
Lumi-Light Stable Peroxide Solution Roche (SUI) 
Metanol Sigma-Aldrich (ZDA) 
NaDS Sigma (ZDA) 
Nizin Fluka (ZDA) 
Nucleo spin ® PCR Clean-Up, Gel extraction  
raztopina za vezavo na membrano (Binding Buffer 
NTI) 
raztopina za spiranje kolone (Wash Buffer NT3) 
Macherey-Nagel 
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raztopina za eluiranje (Elution Buffer NE)  
Ocetna kislina Carlo Erba (FRA) 
Označevalec velikosti 100 bp (GeneRuler™  100 bp Plus 
DNA Ladder) 
Fermentas (ZDA) 
Označevalec velikosti 1000 bp (GeneRuler™  1 kb DNA 
Ladder) 
Fermentas (ZDA) 
Označevalec velikosti za NaDS PAGE (PageRuler™ Plus 
Prestained Protein Ladder) 
Fermentas (ZDA) 
PBS pufer Pripravimo sami  
Plasmid Miniprep Kit I, peqGOLD 
raztopina za resuspendiranje celic (Solution I) 
raztopina za lizo celične stene (Solution II) 
raztopina za nevtralizacijo (Solution III) 
raztopina za spiranje 1 (PW Plasmid Buffer) 
raztopina za spiranje 2 (DNA Wash Buffer z dodanim 
EtOH) 
raztopina za eluiranje (Elution Buffer) 
PeqLab (AUT) 
Pufer za NcoI, EcoRI-HF, BamHI-HF (NEBuffer 4) New England Biolabs 
(ZDA) 
Pufer za XbaI (NEBuffer 2) New England Biolabs 
(ZDA) 
Saharoza Serva (NEM) 
SYBR Safe  Invitrogen (ZDA) 
Streptavidin-HRP konjugat Pierce, Rockford (ZDA) 
TBS pufer Pripravimo sami 
TBST pufer Pripravimo sami 
TEMED Serva (NEM) 
TRIS Serva (NEM) 
Tween 20 Serva (NEM) 
Western pufer Pripravimo sami 
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2.2.6 Gojišča  
V Preglednici V so zbrane sestave gojišč, ki smo jih uporabljali pri eksperimentalnem 
delu.  
Preglednica V: Gojišča uporabljena pri eksperimentalnem delu. 




5 g/l kvasni ekstrakt 
10 g/l kazeinski hidrolizat 
10 g/l NaCl  
Z 0,1 M NaOH uravnamo 
do pH = 7,5 in 
avtoklaviramo. Za LBA 
gojišče dodamo po 
ohlajanju ampicilin do 
koncentracije 100 µg/ml.  
LB/LBA 
trdo gojišče  
Sestavi LB/LBA tekoče gojišče 
dodamo 15 g/l agarja, 
avtoklaviramo, ohladimo in 
vlijemo v petrijevke. Pri LBA 
trdo gojišče dodamo po 
ohlajanju ampicilin do 
koncentracije 100 µg/ml. 
M17 5 g/l pepton 
5 g/l sojin pepton 
5 g/l laktoza 
5 g/l goveji ekstrakt 
2,5 g/l kvasni ekstrakt 
0,5 g/l askorbinska kislina  
0,25 g/l magnezijev sulfat 





42,5 g/l M17 
12,5 ml 40% glukoze 
10 µg/ml kloramfenikol 
Glukozo in antibiotik dodamo 
po avtoklaviranju in ohlajanju.  
SGM17 42,5 g/l M17 
0,5 % glukoza 
0,5 M saharoza 





2,125 g M17 
0,275 g glukoza 
8,56 g saharoza 
0,0952 g MgCl2 
0,015 g CaCl2 
Raztopimo v vodi miliQ in 
umerimo do 50 ml. Nato 
sterilno prefiltriramo.  
GM17+C10 42,5 g/l M17 SOC 20 g tripton (2%) 
Benko A. Razvoj mlečnokislinskih bakterij Lactococcus lactis s sposobnostjo dostave proteinskih … interlevkin 23.  
Magistrska naloga, Ljubljana, Univerza v Ljubljani, Fakulteta za farmacijo, 2019  
23 
 
15 g agar 
12,5 ml 40 % glukoza 
400 µl 25 mg/ml 
kloramfenikol 
Dopolnimo z dH2O do 1 l, 
avtoklaviramo. Glukozo in 
antibiotik dodamo v 
ohlajeno gojišče. Vlijemo 
v sterilne petrijevke.  
5 g kvasni ekstrakt 
2 ml 5M NaCl 
2,5 ml 1M KCl 
10 ml 1M MgCl2 
10 ml 1M MgSO4 
20 ml 1M glukoza 
Dopolnimo z dH2O do 1 l in 
avtoklaviramo. 
 
2.2.7 Pufri in raztopine 
V Preglednici VI so zbrani pufri in raztopine, uporabljeni pri eksperimentalnem delu.  
Preglednica VI: Pufri in raztopine ter njihove sestave. 
Pufer/raztopina Sestava Pufer/raztopina Sestava 
10x TAE pufer 48,4 g Tris 
11,4 ml ledocetna 
kislina 
40 ml EDTA (0,5 M) 
Dopolnimo z dH2O do 
1 l. 
 
PBS 8 g NaCl 
0,2 g KCl 
1,78 g Na2HPO4 x 2H2O 
0,24 g KH2PO4 




29 g Tris 
144 g glicin 
10 g NaDS 
Dopolnimo z dH2O do 
1 l. 
NaDS pufer 100 ml 10x NaDS pufer 
Dopolnimo z dH2O do 1 
l. 
10x WB pufer 29 g Tris  
144 g glicin 
Dopolnimo z dH2O do 
1 l. 
Pufer za prenos 100 ml 10x WB pufer 
200 ml metanol 
3,75 ml 10 % (m/v) 
NaDS 
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Dopolnimo z dH2O do 1 
l. 
TBS 6,05 g Tris 
8,76 g NaCl 
800 ml dH2O 
Uravnamo pH = 7,5 z 1 
M HCl.  
TBST 1 ml Tween 20 
Dodamo v 1 l TBS.  
B3 Coomassie 
Blue  
5 tbl Coomassie 
Brilliant Blue 
400 ml dH2O 




20 ml B3 Coomassie 
Blue  
40 ml  ocetne kisline  
 
30 %  
razbarvalna 
raztopina 
400 ml teh. etanol 
100 ml ocetna kislina 




140 ml teh. etanol 
50 ml ocetna kislina 
810 ml dH2O 
 
2.2.8 Protitelesa 
Preglednica VII vsebuje podatke o uporabljenih protitelesih pri prenosu western in 
pretočni citometriji.  
Preglednica VII: Uporabljena protitelesa in njihovi proizvajalci. 
Primarna protitelesa Proizvajalec 
Zajčja poliklonska protitelesa, specifična za oznako 
Flag, angl. Flag tag Rabbit Polyclonal Ab, kataloška 
številka: 20543-I-Antibody 
Proteintech, Rosemont, ZDA 
Kozja protitelesa, specifična za Fc regijo humanega 
IgG, ang Goat Anti Human IgG Fc spocific, I2136 
BioLegend, San Diego, KAN 
Proti-DDDDK tag protitelo, konjugirano s HRP, angl. 
Anti-DDDDK tag Antibody M2, HRP conjugate  
Abcam, Cambridge, VB 
Sekundarna protitelesa  
Kozja protikunčja IgG protitelesa, konjugirana z 
barvilom Dylight 650, angl. Goat Anti Rabbit IgG, 
Dylight 650 conjugate 
Thermo Fisher Scientific, 
Walthman, MAR 
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Kozja protikunčja protitelesa, konjugirana s HRP, 
angl. Goat Anti Rabbit Antibody, HRP conjugate 
Jackson Immuno Research 
Europe, Ely, VB 
Oslovska protikozja IgG protitelesa, konjugirana z 
barvilom Alexa Fluor 488, angl. Donkey Anti Goat 
IgG, Alexa Fluor 488 conjugate 
Invitrogen, Carlsbad, KAN 
Protikunčja IgG Fab2 protitelesa, konjugirana z 
barvilom Alexa Fluor 488, angl. Anti Rabbit IgG 
Fab2, Alexa Fluor ® 488 
Molecular Probes, Eugene, ZDA 
Receptorji  
Recombinant Human IL-23 R Fc Chimera, 1400-IR R&D systems 
Zunajcelična enota receptorja za IL-23 (IL-23Rex)  BIOCEV, CZE 
 
2.2.9 Laboratorijska oprema  
Laboratorijsko opremo uporabljeno pri praktičnem delu prikazuje Preglednica VIII.  
Preglednica VIII: Laboratorijska oprema, njen tip in proizvajalec. 
Oprema Proizvajalec oz. tip 
0,2 µm filtri Minisart Sartorius Stedim (FRA) 
Aparatura za elektroporacijo 0,2 cm GenePulser BioRad (ZDA) 
Aparatura za NaDS PAGE in prenos na membrano  BioRad (ZDA) 
Aparatura za PCR Mastercycler nexus X2 Eppendorf (NEM) 
Aparatura za slikanje gelov UVItec (VB) 
Avtoklav 1925X All American 
Avtomatske pipete Eppendorf (NEM) 
Brezprašna komora  Labcaire (ZDA) 
Centrifuga Eppendorf Eppendorf (NEM) 
Centrifuga Hettich Hettich (NEM) 
Centrifugalni koncentrator Amicon 3kDa MERCK (NEM)  
Centrifugalni koncentrator Microsep Advance 
Centrifugal Device 1kDa 
PALL Corporation (ZDA) 
Digestorij Wesemann (NEM) 
Epruvete za centrifugiranje  Sigma-Aldrich (ZDA) 
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Hladilnik Electrolux (SWE) 
Inkubator 30 °C Memmert (NEM) 
Inkubator 37 °C  Binder (NEM) 
Inkubator-stresalnik Certomat HK B. Braun Biotech International 
(NEM) 
Kadičke in elektroforezni material BioRad (ZDA) 
Membrana PVDF za prenos western Immobilon (NEM) 
Mikrovalovna pečica ZM21MS Zannusi (ITA) 
Nitrocelulozna membrana za prenos western GE Healthcare Life Science (ZDA) 
pH meter Seven Easy Mettler Toledo (CH) 
Pretočni citometer BD FACSCalibur  Becton Dickinson Inc. (ZDA) 
Naprava za slikanje ChemiDoc MP BioRad (ZDA) 
Spektrofotometer Lambda Bio+ PerkinElmer (ZDA) 
Spektrofotometer Nanodrop ND 1000 Thermo Scientific (ZDA) 
Stresalnik Vibromix  Tehtnica (SLO) 
Tehtnica Genius, Sartorius (NEM) 
Tehtnica 200A, Tehtnica (SLO) 
Termoblok ThermoShaker Biometra (NEM) 
Ultrazvočni razbijalec UPS200S Hielscher (NEM) 
Vir napetosti POWER PAC 300 BioRad (ZDA) 
Zamrzovalnik (-20 °C)  Liebherr (CH) 
Zamrzovalnik (-80 °C) Sanyo (JAP) 
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2.3.1 Reakcija PCR  
Verižna reakcija s polimerazo, znana pod angleško kratico PCR (polymerase chain 
reaction), je metoda s pomočjo katere uspemo zelo hitro pomnožiti izbrane odseke DNA, 
imenovane tudi matrična DNA. Metoda je sestavljena iz treh zaporednih korakov (Slika 10), 
ki se ločijo po temperaturnih pogojih. PCR se odvija v napravah, ki z veliko natančnostjo 
spreminjajo temperaturne pogoje. Začne se z denaturacijo, ki poteka pri temperaturi okrog 
95°C do 5 minut. Namen denaturacije je prekiniti vodikove vezi med komplementarnimi 
baznimi pari in s tem povzročiti razčlenitev dvojne vijačnice DNA na dve enojni verigi. Ob 
tem močnejše kovalentne vezi med deoksiribozo in fosfati ostanejo nedotaknjene. 
Denaturirana DNA je v naslednjem koraku izpostavljena temperaturam med 40°C in 60°C, 
odvisno od velikosti in zaporedja baz komplementarnih oligonukleotidnih začetnikov. 
Reakcijski zmesi sta dodana 2 oligonukleotidna začetnika, ki sta komplementarna začetnemu 
in končnemu delu matrične DNA. 
 
Slika 10: Shema PCR reakcije (47). 
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Nižja temperatura omogoča vzpostavitev vodikovih vezi med enojno verigo matrične 
DNA in komplementarnim oligonukleotidnim začetnikom. Temu sledi podaljševanje ali 
polimerizacija, ki jo katalizira DNA polimeraza pri temperaturi okrog 70°C. Ob tem v smeri 
od 5` proti 3` nastaja nova veriga DNA, ki je komplementarna enoverižni matrični DNA. 
DNA polimeraza mora biti termostabilna; pogosto se uporablja Taq polimeraza iz bakterije 
Thermus aquaticus. Ob tem koraku je potrebna prisotnost deokinukleozid trifosfatov 
(dNTP), gradnikov DNA. Pri vsaki ponovitvi opisanih treh korakov se število kopij 
pomnoževanega odseka DNA podvoji (47).   
Eksperimentalno delo 
PCR reakcijo smo tekom eksperimentalnega dela izvajali večkrat. V nadaljevanju je 
napisan reprezentativen primer sestave reakcijske zmesi in programa PCR. Pogoji metode 
so se spreminjali glede na sestavo reakcijske zmesi in značilnosti matrične DNA.  
Primer sestave reakcijske mešanice:  
1 µl template 
2,5 µl oligonukleotidni začetnik 1, c = 5 µM 
2,5µl oligonukleotidni začetnik 2, c = 5 µM 
5 µl 10x Dream Taq Green Buffer 
8 µl dNTP (1.25 mM) 
30,75 µl dH2O 
0,25 µl Taq polimeraza  
Matrična DNA: REX009, REX115, REX125 
Oligonukleotidni začetnik 1: ILP030F 
Oligonukleotidni začetnik 2: REX009Eco, REX009Xba, REX115Eco, REX115Xba, 
REX125Eco, REX125Xba 
 
Preglednica IX: Primer programa PCR. 
Temperatura [°C] Čas Funkcija 
94 5 min Začetna denaturacija 
94 30 s Denaturacija 
48 1 min Vezava oligonukleotidnega začetnika 
72 1 min Polimerizacija 
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72 5 min Končna polimerizacija 
4 ∞ Konec procesa 
 
2.3.2 Agarozna gelska elektroforeza  
Agarozna gelska elektroforeza je pogosto uporabljena metoda za ločevanje nukleinskih 
kislin na osnovi njihove velikosti in oblike, ki poteka v električnem polju v elektroforeznih 
posodah napolnjenih s pufrom (Slika 11). Negativno nabite nukleinske kisline se pomikajo 
po gelu proti pozitivno nabiti elektrodi. S koncentracijo agaroznega gela vplivamo na 
velikost por. Večja je koncentracija gela, manjše so pore in s tem je tudi oteženo gibanje 
molekul. Manjše molekule potujejo hitreje, zato po gelu prepotujejo večjo razdaljo, večje pa 
se gibljejo počasneje in zato prepotujejo manjšo razdaljo. Krožne molekule DNA potujejo 
hitreje od linearnih DNA molekul enakih velikosti. Poleg vzorcev DNA na gel nanesemo 
tudi označevalec velikosti, ki je sestavljen iz fragmentov nukleinskih kislin točno določenih 
dolžin. Tako lahko po končani elektroforezi določimo okvirno velikost nukleinskih kislin v 
vzorcu. Za spremljanje poteka elektroforeze se uporablja nanašalni pufer z barvilom, ki se 
giblje enako hitro kot najmanjši fragmenti DNA. Za vizualizacijo nukleinskih kislin se 
uporabljajo fluorescentna barvila, ki se vgradijo v dvoverižno DNA (48).  
 
Slika 11: Shema elektroforezne posode, prirejeno po (48). 
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Agarozni gel smo pripravljali iz 1 % agaroze v TAE elektroforeznem pufru. Suspenzijo 
agaroze v pufru smo segrevali v mikrovalovni pečici, dokler se vsa agaroza ni raztopila. 
Ohlajenemu gelu smo dodali 1 µl SYBR Safe DNA barvila na 10 ml gela za lažjo detekcijo 
nukleinskih kislin. Po vlivanju tekočega gela v kadičko smo namesti še glavniček, ki je tvoril 
žepke za nanos vzorcev. Označevalec velikosti (Gene Ruler 1000 bp Plus; 1 µl) smo nanesli 
skupaj z 2 µl 6x DNA nanašalnega pufra in 9 µl dH2O, količina vzorca pa se je med 
eksperimenti razlikovala. Elektroforezno posodo smo napolnili s TAE pufrom in elektrode 
priključili na vir električnega toka. Manjši geli so bili 1 uro izpostavljeni napetosti 92V, večji 
pa 120V. 
2.3.3 Restrikcija  
Restriktaze so specifične endonukleaze, ki prepoznajo točno določeno zaporedje DNA, 
dolgo 4-8 baznih parov, in na teh mest cepijo dvojno verigo DNA. Vloga nativnih restriktaz 
je cepitev virusne DNA, kot obramba bakterij pred virusi.  
Eksperimentalno delo 
V procesu priprave genskih konstruktov smo restrikcijo v kombinaciji z ligacijo izvedli 
večkrat. V nadaljevanju je napisan reprezentativen primer reakcije, pri kateri smo iz 
plazmida pGEM+REX izrezali gen za protein REX z restrikcijskimi endonukleazami 
BamHI in EcoRI oz. BamHI in XbaI. Gen za protein REX smo nato vstavili v plazmid 
pSDBA3b, katerega smo predhodno razrezali z enako kombinacijo restriktaz (Preglednica 
X).  
Preglednica X: Primer sestave reakcijskih mešanic za restrikcijo plazmidov pGEM+REX in 
pSDBA3b. *Volumen dodanega plazmida je preračunan glede na koncentracijo izoliranega 
plazmida. 
Plazmid  pGEM+REX pSDBA3b 
Restrikcijska 
mesta 






REX009 REX115 REX125 REX005 REX115 REX125   
m (plazmida) 1-2 µg * 
Fast digest 
pufer [µl] 
5 5 5 5 5 5 5 5 
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BamHI [µl] 1,5 1,5 1,5 1,5 1,5 1,5 1,5 1,5 
EcoRI [µl] 1,5 1,5 1,5    1,5  
XbaI [µl]    1,5 1,5 1,5  1,5 
d𝐇𝟐𝐎  Do končnega volumna 50 µl 
 
2.3.4 Ligacija  
Ligacija poteka s pomočjo encima DNA ligaza, ki je odvisen od ATP. Vloga nativnih 
ligaz je sodelovanje pri podvojevanju in popravljanju napak DNA, saj katalizirajo tvorbo 
kovalentne fosfodiestrske vezi med 5` in 3` koncema dveh verig DNA. V biotehnoloških 
procesih se za povezovanje kompatibilnih koncev fragmentov DNA, npr. med vstavljanjem 
genskih konstruktov v plazmide, najpogosteje uporablja DNA ligaza bakteriofaga T4 (T4 
DNA ligaza) (49).  
Eksperimentalno delo  
Primer sestave ligacijske mešanice:  
2,5 µl 2 x Rapid ligacijski pufer 
0,5 µl pGEM-T Easy vektor 
1,75 µl očiščenega PCR produkta gena REX  
0,25 µl T4 DNA ligaza 
Opisano ligacijsko mešanico smo uporabili za vstavljanje fragmentov REX v vektor pGEM-
T Easy. Ligacijske mešanice smo čez noč inkubirali pri temperaturi 16°C. Ostale ligacije 
smo izvedli po istem postopku in v približnem množinskem razmerju insert : vektor = 3:1. 
2.3.5 Ekstrakcija DNA iz agaroznega gela in čiščenje ligacijske mešanice  
Ekstrakcija DNA iz agaroznega gela in čiščenje ligacijskih mešanic je potekalo s 
kompletom NucleoSpin and PCR Clean-Up (Macherey-Nagel, Nemčija) po navodilih 
proizvajalca (50). Protokol smo spremenili le pri spiranju DNA iz kolone, saj smo spirali z 
dH2O, segreto na 70 °C.  
2.3.6 Transformacija kompetentnih bakterij Escherichia coli DH5α  
Transformacijo kompetentnih bakterij E. coli DH5α smo izvedli s temperaturnim šokom, 
med katerim membrana celic postane prepustnejša, kar omogoča prehod plazmida v celico. 
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Eksperimentalno delo  
Kompetentne bakterije E. coli DH5α se shranjujejo na -80 °C, zato smo jih najprej 
odtalili na ledu ter rahlo premešali. V centrifugirko smo prenesli 50 µl E. coli in 5 µl 
ligacijske mešanice, v kateri je nastal vektor pGEM+REX (oz. 5 µl plazmidne DNA 
pGEM+USPflag). Zmes smo pustili na ledu 30 minut, nato pa smo jo prenesli na vodno 
kopel s temperaturo 42 °C za 45 sekund. Po toplotnem šoku smo dali centrifugirko nazaj na 
led za 2 minuti. Da so si bakterije hitreje opomogle, smo dodali 450 µl gojišča SOC, jih 
prenesli v stresalnik na 37 °C za 1 uro. Po končani inkubaciji smo kulturo centrifugirali 2 
minuti pri 3000 rpm. 600 µl supernatanta smo iz vsake centrifugirki odstranili, pelet pa v 
preostalem volumnu supernatanta resuspendirali. Skoncentrirano kulturo smo pod 
aseptičnimi pogoji razmazali na trdno LBA gojišče in ga preko noči inkubirali pri 37 °C.  
2.3.7 Tranformacija bakterije Lactococcus lactis  
Transformacijo kompetentnih bakterij L. lactis NZ9000 smo izvedli z metodo električno 
inducirane kompetence oz. elektroporacije. Bakterijske celice smo ob tem izpostavili 
kratkim pulzom električne napetosti, ki povzročijo depolarizacijo celičnih membran in 
tvorbo por, skozi katere lahko v celico vstopi DNA. 
Eksperimentalno delo  
 Kompetentne bakterije L. lactis (45 µl) smo na ledu odtalili, jim dodali 2 µl plazmidne 
DNA in ob mešanju prenesli celotno vsebino v kiveto za elektroporacijo. Transformacijo 
bakterije L. lactis smo izvedli na napravi Gene Pulser pri pogojih 2 kV, 200 Ω in 25 µF. Po 
transformaciji smo bakterijam dodali 1000 µl gojišča SGM17+Ca Cl2 +Mg Cl2  in jih 
inkubirali 2 uri pri 30 °C. Po končani inkubaciji smo kulturo centrifugirali 2 minuti pri 6000 
rpm. 600 µl supernatanta smo iz centrifugirke odstranili, pelet pa v preostalem volumnu 
supernatanta resuspendirali. Skoncentrirano kulturo smo pod aseptičnimi pogoji razmazali 
na trdno gojišče GM17C10 ter inkubirali 2 dni pri 30 °C.  
2.3.8 Reakcija PCR na osnovi kolonij 
PCR na osnovi kolonij je priročna in hitra metoda za ugotavljanje prisotnosti oz. 
odsotnosti vstavljenega gena v izbranem plazmidu, s katerim smo transformirali bakterije. 
PCR na osnovi kolonij se izvaja kot zgoraj opisana PCR reakcija (poglavje 3.2.1) z nekaj 
spremembami. Začetni korak je prenos celic v reakcijsko mešanico, liza celic in sproščanje 
plazmidne DNA, kar poteka 10 minut pri 99°C. Nato dodamo termostabilno DNA 
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polimerazo Dream Taq in začnemo s PCR reakcijo. Oligonukleotidni začetniki so lahko 
specifični za vektor in se prilegajo na vektorsko DNA izven območja vstavljenega gena ali 
pa se prilegajo na konce vstavljenega gena (51).  
Eksperimentalno delo  
PCR reakcijo na osnovi kolonij smo tekom eksperimentalnega dela izvedli večkrat. V 
nadaljevanju je napisan primer sestave reakcijske mešanice in programa PCR na osnovi 
kolonij. Pogoji metode so se spreminjali glede na sestavo reakcijske mešanice.  
Primer reakcijske mešanice :  
prenos kolonije pod aseptičnimi pogoji s konico nastavka za pipeto 
1 µl oligonukleotidni začetnik F, c = 5 µM 
1 µl oligonukleotidni začetnik R, c = 5 µM 
3 µl 10x Dream Taq Green Buffer 
5 µl dNTP (1.25 mM) 
15 µl dH2O 
→ dodatek 0,1 µl Dream Taq polimeraza + 4,9 µl dH2O po začetni lizi celic  
Kolonije: kolonije E. coli z vstavljenim plazmidom pGEM+REX  
Oligonukleotidni začetnik F: M13 
Oligonukleotidni začetnik R: SP6 




99 10 min Liza celic 
50 2 min Ohladitev naprave 
Dodajanje DREAM TAQ polimeraze 
94 30 s Denaturacija 
46 1 min               Vezava primerja      30x 
72 1 min Polimerizacija 
72 5 min Dokončna polimerizacija 
4 ∞ Konec  
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2.3.9 Priprava prekonočnih kultur  
Prekonočne kulture smo pripravljali z namenom namnožitve transformiranih bakterij in 
z namenom izolacije plazmidov iz bakterij. V nadaljevanju smo izoliranim plazmidom 
določili njegovo nukleotidno zaporedje in jih uporabili pri molekularnem kloniranju. 
Prekonočne kulture smo uporabljali tudi v namen izražanja izbranih proteinov. 
Eksperimentalno delo 
V epruvete z zamaški smo pod aseptičnimi pogoji odpipetirali 5 ml tekočega gojišča LB 
za E. coli oz. GM17 za L. lactis. Vsakemu gojišču smo za selektivno rast bakterij dodali 
antibiotik, in sicer v LB 5 µl ampicilina (končna koncentracija = 1 µl/ml) ter v GM17 2 µl 
kloramfenikola (končna koncentracija = 0,4 µl/ml). Bakterije smo v tekoče gojišče prenesli 
s pomočjo sterilnega zobotrebca, s katerim smo se dotaknili kolonije na trdem gojišču in ga 
dali v epruveto. Epruvete z E. coli smo čez noč inkubirali s stresanjem pri 37 °C, epruvete z 
L. lactis pa čez noč brez stresanja na 30 °C.  
2.3.10 Izolacija plazmidne DNA  
Plazmidno DNA smo iz prekonočnih kultur E. coli in L. lactis izolirali s kompletom 
reagentov peqGOLD Plasmid Miniprep Kit I. Ker ima L. lactis debelejšo celično steno, smo 
jo pred izolacijo plazmidne DNA razgradili z lizocimom in mutanolizinom (30 minutna 
inkubacija na stresalniku pri 37 °C) (52).   
Eksperimentalno delo 
Prekonočne kulture smo prelili v plastične epruvete in jih centrifugirali 10 minut pri 
4836 g in 4°C. Nastali supernatant smo zavrgli, pelet pa resuspendirali v 250 µl raztopine 1, 
ki je sestavljena iz pufra in RNA-aze. Vsebino smo prenesli v centrifugirko, premešali z 
vorteksom in v vsako centrifugirko dodali 250 µl raztopine 2, ki povzroči alkalno lizo 
bakterij. Nežno smo premešali z obračanjem centrifugirk, dodali 350 µl raztopine 3 za 
nevtralizacijo lizata. Spet smo nežno premešali z obračanjem in nato centrifugirali 10 minut 
pri 10000 g. Supernatant smo v korakih po 750 µl prenašali na PerfectBind DNA kolono, na 
katero se veže plazmidna DNA, vmes pa centrifugirali 1 minuto pri 10000 g. Celične ostanke 
in ostale nečistote smo iz kolone spirali s specifičnimi pufri: enkrat s 500 µl pufra PW 
Plasmid in dvakrat s 750 µl pufra DNA Wash z etanolom; med koraki smo centrifugirali 1 
minuto pri 10000 g. Pred spiranjem DNA iz kolone smo kolono posušili s centrifugiranjem 
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2 minuti pri 10000 g. Elucijo DNA smo pričeli s 5 minutno inkubacijo kolone s 50 µl dH2O 
ogrete na 70 °C, čemur  je sledilo končno centrifugiranje 1 minuto pri 5000 g.   
2.3.11 Določanje nukleotidnega zaporedja 
Vzorce za določanje nukleotidnega zaporedja smo poslali v podjetje GATC v Nemčijo. 
Analizo prejetih rezultatov smo izvedli s programom Clustal Omega, ki je prosto dostopen 
na medmrežju. Vzorec za določanje nukleotidnih zaporedij je bil sestavljen iz 5 µl 
izoliranega plazmida koncentracije 80-100 ng/µl in 5 µl ustreznega oligonukleotidnega 
začetnika.  
2.3.12 Izražanje vezalcev REX v bakteriji L. lactis NZ9000 
Izražanje rekombinantnih proteinov smo inducirali z dodatkom nizina. Gostoto bakterij 
med inkubacijo smo merili turbidimetrično z merjenjem absorbance pri valovni dolžini 600 
nm (optična gostota;  OD600). Optična gostota je sorazmerna s koncentracijo celic. Nizin 
smo bakterijam dodajali v eksponentni fazi rasti, pri  OD600= 0,8 – 1,0. Izraženje proteinov 
je potekalo približno 3 ure, do izmerjene OD600= 2,5 – 3,0. 
Eksperimentalno delo 
200 µl prekonočne kulture L. lactis smo prenesli v epruveto z 10 ml svežega gojišča 
GM17 z dodatkom 4 µl kloramfenikola. Mešanico smo premešali in inkubirali približno 3 
ure pri 30 °C, do eksponentne faze rasti bakterij. Z dodatkom 10 µl nizina s koncentracijo 
0,025 mg/ml, smo spodbudili izražanje proteinov v bakterijah. Nadaljnjo inkubacijo pri 30 
°C smo prekinili po približno 3 urah, ko je bila izmerjena OD600= 2,5 – 3,0. Vzorce smo 
shranili na dva načina. Za analizo s pretočno citometrijo in testom ELISA smo shranili 5 ml 
kulture v hladilnik. Preostanek kulture pa smo centrifugirali 10 minut pri 5000 g, odstranili 
supernatant, pelet resuspendirali v 400 µl PBS ter shranili v zamrzovalniku pri -20 °C za 
analizo s NaDS PAGE.  
2.3.13 Pretočna citometrija  
Pretočna citometrija je pogosto uporabljena tehnika za pridobivanje fizikalnih in 
biokemijskih podatkov o celicah. S hidrodinamskim fokusiranjem se celice razvrstijo ena za 
drugo in posamezno prehajajo skozi žarek svetlobe. Pri interakciji laserskega žarka s celico 
zaradi ovirane poti skozi vzorec fotoni spremenijo svoje lastnosti, kar opazimo kot odboj, 
razprševanje in oddajanje svetlobe. Količino odbite in razpršene svetlobe enake valovne 
dolžine kot je valovna dolžina obsevane svetlobe merimo z detektorjema FALS (angl. 
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forward angle light scatter) in RALS (angl. right angle light scatter). Detektor FALS se 
nahaja v smeri poti laserskega žarka in nam da podatke o velikosti celice z zaznavanjem 
prednjega sipanja, ki je posledica kontakta laserske svetlobe s površino celic. Detektor 
RALS pa se nahaja pravokotno na pot laserskega žarka in meri stransko sipanje, ki je premo 
sorazmerno kompleksnosti celic. Pretočni citometer ima poleg detektorjev FALS in RALS 
še dva ali več fluorescenčnih detektorjev, ki merijo emitirano svetlobo določenih valovnih 
dolžin, ki jo oddajajo fluorokromi. Fluorokrome vzpodbujamo s točno določenimi valovnimi 
dolžinami laserske svetlobe, ti pa oddajajo svetlobo višjih valovnih dolžin, katero 
zaznavamo s fotodetektorji (53). V praksi se največkrat uporabljajo imunofluorescenčne 
tehnike, s katerimi določamo prisotnost antigenov na površini ali notranjosti celice z za 
antigen specifičnimi protitelesi konjugiranimi s fluorokromi. Rezultat meritve je povprečna 
intenziteta emisije pri najmanj 20000 celicah L. lactis.  
Eksperimentalno delo  
20 µl celične kulture smo dodali k 500 µl TBS in centrifugirali 5 minut pri 5000 g in 4 
°C. Supernatant smo odstranili, pelet pa ponovno resuspendirali v 500 µl TBS z dodanimi 
zajčjimi protitelesi proti fuzijskemu proteinu Flag (redčenje 1:500) in inkubirali 2 uri pri 
sobni temperaturi ob stresanju pri 500 rpm. Po inkubaciji smo 3 krat spirali s 200 µl TBST 
pri pogojih centrifugiranja 5 minut, 4 °C in 5000 g. Celični pelet smo na koncu resuspendirali 
s 500 µl TBS z dodanimi sekundarnimi proti zajčjimi IgG Fab2 protitelesi (redčenje 1:2000). 
Po 2 urni inkubaciji na sobni temperaturi in stresanju pri 500 rpm smo vzorce 3 x spirali z 
200 µl TBST ter pelet na koncu resuspendirali v 500 µl TBS. Analiza je potekala z pretočnim 
citometrom FACS Calibur z eksitacijo pri 488 nm ter emisijo pri 530 nm.  
Podoben postopek smo uporabili pri pripravi vzorcev za potrditev vezave predstavljenih 
proteinov REX z rekombinantno zunajcelično področje receptorja za IL-23 v fuziji s Fc 
regijo humanega IgG (IL-23R-Fc). Resuspendiran celični pelet v PBS smo v prisotnosti 1 
µg/ml IL-23R-Fc inkubirali 2 uri na sobni temperaturi s stresanjem pri 500 rpm. Postopek 
smo nadaljevali po isti shemi kot je opisano zgoraj; za primarna protitelesa smo uporabili 
kozja protitelesa, specifična za Fc regijo humanega IgG (redčenje 1:2000) ter sekundarna 
oslovska protikozja IgG protitelesa, konjugirana z barvilom Alexa Fluor 488 (redčenje 
1:2500).  
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2.3.14 Poliakrilamidna gelska elektroforeza v prisotnosti natrijevega dodecil 
sulfata (NaDS) 
Poliakrilamidna gelska elektroforeza v prisotnosti natrijevega dodecil sulfata (NaDS 
PAGE) je pogosto uporabljena metoda za ločevanje proteinov na podlagi molekulske mase 
v električnem polju. Proteinskemu vzorcu dodamo površinsko aktivno snov natrijev dodecil 
sulfat (NaDS), kar v kombinaciji z visoko temperaturo in reducentom (po navadi DDT) 
prekine disulfidne vezi v molekuli proteina in poruši nativno 3D strukturo proteina v linearno 
obliko. NaDS linearni molekuli prikrije nativni naboj tako, da jo obloži z negativnim 
nabojem, ki je premo sorazmeren dolžini verige proteina, s čimer ji omogoči potovanje v 
električnem polju proti pozitivni elektrodi (54). Ločevanje poteka na poliakrilamidnem gelu, 
ki polimerizira ob prisotnosti amonijevega persulfata in TEMED-a. Vzorce nanesemo na 
manj premrežen koncentrirni gel, ki skoncentrira proteine v ozkem pasu in omogoča boljšo 
ločljivost. Vzorci nato hkrati potujejo skozi bolj premrežen ločevalni gel, ki omogoča ločbo 
proteinov glede na velikost (Slika 12). Po elektroforezi ločene proteine detektiramo z 
nespecifičnim barvanjem z barvili, kot je npr. Coomassie Brilliant Blue, ali z imunološkimi 
tehnikami, kot je npr. prenos po westernu.  
 
Slika 12: Shema ločevanja proteinov z metodo NaDS PAGE, prirejeno po (54). 
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Geli za NaDS se pripravljajo sveži, sestava gelov je navedena v Preglednici XII. Sestavini 
APS in TEMED smo dodajali tik pred vlivanjem gelov. Sestavili smo ogrodje za vlivanje 
gelov in vanj nalili približno 5 ml 12 % ločevalnega gela, nanj pa 1 ml z vodo nasičenega 
butanola, ki poravna gladino gela. Počakali smo, da se je gel strdil in nato butanol odlili, 
sprali površino gela z vodo ter ostanek vode popivnali s filter papirji. Na ločevalni gel smo 
nalili približno 1 ml koncentracijskega gela ter med stekelca vstavili glavniček za tvorbo 
žepkov. Po strjevanju smo glavniček odstranili ter okvir z gelom prenesli v posodo za NaDS 
PAGE, katero smo napolnili z NaDS elektroforeznim pufrom.  





12% ločevalni gel  
𝐝𝐇𝟐𝐎 3,168 ml 8,670 ml 
1,5 M Tris-HCl, pH = 8,8  5,000 ml 
1,5 M Tris-HCl, pH = 6,8 1,250 ml  
10 % NaDS 0,050 ml 0,200 ml 
40 % akrilamid  0,500 ml 6,000 ml 
10 % APS  0,025 ml 0,100 ml 
TEMED 0,008 ml 0,030 ml 
 
Vzorce bakterij za uporabo pri metodi NaDS PAGE smo predhodno sonicirali dvakrat 
po 15 sekund, s čimer smo izboljšali lizo celic. K 14 µl vzorca smo dodali 5 µl nanašalnega 
pufra in 1 µl DTT. Vzorce smo za 10 minut inkubirali pri 100 °C ter s tem denaturirali 
proteine. Na gel smo nanašali po 20 µl vzorcev ter 7 µl označevalca velikosti PageRuler™ 
Plus Prestained Protein Ladder. Ločba je potekala pri 120-130 V oz. 70 mA približno 1 uro. 
2.3.15 Barvanje gela z barvilom Coomassie Brilliant Blue   
Barvilo Coomassie Brilliant Blue se s proteini veže z Van der Waalsovmi vezmi preko 
vezave sulfonske negativno nabite skupine na pozitivno amino skupino proteina (55). Po 
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inkubaciji gela z barvilom gel razbarvamo. Na gelu ostanejo obarvane le lise, kjer se nahajajo 
proteini.  
Eksperimentalno delo 
Gel smo po končani NaDS PAGE prenesli v petrijevko ter ga prelili z raztopino iz 20 ml 
barvila Coomassie Brilliant Blue in 40 ml 20 % ocetne kisline. Gel smo z barvilom stresali 
1-2 uri na sobni temperaturi pri 50 rpm, nato pa spirali odvečno barvilo pol ure s 30 % 
razbarvalno raztopino ter s 10 % razbarvalno raztopino čez noč. Drugi dan smo raztopino 
odlili in gel poslikali. Lise s proteini so se obarvale vijolično.  
2.3.16 Prenos po westernu  
Metoda prenosa po westernu se uporablja za detekcijo proteinov in za detekcijo post-
translacijskih sprememb na proteinih z uporabo specifičnih protiteles. Gel po NaDS PAGE  
prenesemo na nitrocelulozno oz. PVDF membrano in z električnim tokom spodbudimo 
prehod proteinov iz gela na membrano, kar imenujemo prenos po westernu (Slika 13). 
Nezasedena mesta na membrani blokiramo z inkubacijo membrane z raztopino 3-5 % 
govejega serumskega albumina oz. z raztopino suhega nemastnega mleka ter s tem 
preprečimo nespecifično vezavo protiteles. Antigene na proteinih detektiramo s specifičnimi 
primarnimi protitelesi, primarna pa detektiramo s sekundarnimi protitelesi, označenimi 
radioaktivno, fluorescentno oz. z encimi (56). Končni korak je nastanek in zaznavanje 
signala ter kvantifikacija stopnje vezave antigen/protitelo.  
 
Slika 13: Shematski prikaz prenosa po westernu, prirejeno po (56). 
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Najprej smo izrezali PVDF membrano ter filter papirje v velikosti gela. PVDF 
membrano smo aktivirali v metanolu (pri nitrocelulozni membrani ta korak ni potreben) in 
jo nato prenesli v pufer western, ki je bil sestavljen iz 100 ml 10 x western Blot pufra, 200 
ml metanola in 700 ml dH2O. Na kaseto za prenos po westernu smo na katodni plastični 
nosilec položili mrežico, tri v pufer western namočene filter papirje, elektroforezni gel, 
aktivirano membrano PVDF in ponovno tri v pufer western namočene filter papirje ter 
mrežico. Pozorni smo bili, da med plastmi ni bilo ujetega zraka, ki bi lahko motil prenos 
proteinov. Kaseto smo zaprli ter prenesli v napravo za prenos po westernu, dodali posodo z 
ledom za hlajenje, zalili s pufrom za prenos ter priključili na napetost 100 V za 90 minut. Po 
končanem prenosu smo blokirali nezasedena mesta na membrani z enourno inkubacijo ob 
prisotnosti 5 % mleka v TBST in stresanju. Naslednji korak je bil inkubiranje membrane čez 
noč pri 4 °C v prisotnosti zajčjih anti Flag protiteles (redčenje 1:1000 v 5 % mleku v TBST). 
Po inkubaciji s primarnimi protitelesi smo membrano spirali s TBST trikrat po 10 minut ter 
nato inkubirali v prisotnosti sekundarnih kozjih protizajčjih HRP protiteles (redčenje 1:5000 
v 5 % mleku v TBST). Po koncu inkubacije smo membrano spirali s TBST trikrat po 10 
minut. S peroksidazo označene proteine smo detektirali s pomočjo kemiluminiscence. 
Membrano smo 2 minuti inkubirali s 750 µl substrata Lumi Light. Nastali svetlobni signal 
smo detektirali z zajemanjem slike na napravi ChemiDocMP (Biorad).  
2.3.17 Koncentriranje gojišč 
Po ekspresiji smo v gojišče izločene proteine REX želeli detektirati s prenosom po 
westernu. V ta namen smo gojišča koncentrirali s pomočjo centrifugalnih koncentratorjev 
znamke Amiconi z velikostjo por 3 kDa ter Microsep Advance z velikostjo por 1 kDa pri 
pogojih 5000 g, 4 °C in 10 minut. Med vsakim centrifugiranjem smo premešali preostalo 
gojišče, da se pore ne bi zamašile. Postopek smo ponavljali, dokler začetnega volumna 
gojišča nismo zmanjšali 10x.  
2.3.18 Test vezave proteinov REX na zunajcelično enoto receptorja za IL-23 
Za dokazovanje antigenov ali protiteles v vzorcu se najpogosteje uporablja imunska 
tehnika ELISA. Metoda je primerna za določanje koncentracije protiteles ali antigena ob 
uporabi standarda in umeritvene krivulje. Metoda ELISA se lahko izvaja na več načinov. Pri 
direktni metodi ELISA je površina plošče prekrita z antigenom, ki ga detektiramo s 
primarnimi označenimi protitelesi. Le-ti so lahko označeni s fluorescentnimi barvili, 
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radioaktivno ali z encimi (npr. hrenova peroksidaza-HRP), ki ob prisotnosti substrata tvorijo 
obarvan produkt. Pri indirektni metodi je plošča prekrita s preiskovanim antigenom, ki je 
najprej izpostavljen primarnim specifičnim proitelesom proti antigenu, detektiran pa s 
pomočjo sekundarnih protiteles. Obstaja še metoda sendvič ELISA, ki je zelo specifična, 
občutljiva in enostavna. Ploščo prekrito s protitelesi izpostavimo vzorcu, ki mora imeti več 
epitopov. Kompleks nato izpostavimo referenčnemu konjugatu protitelesa ali pa 
sekundarnemu protitelesu, ki ga detektiramo s terciarnim konjugiranim protitelesom (57). 
Mi smo izvedli modificirano metodo sendvič ELISA, kjer smo namesto primarnega 
protitelesa uporabili rekombinantno zunajcelično enoto receptorja za IL-23. 
Eksperimentalno delo  
Na sliki 14 vidimo shemo detekcije vezave proteinov REX na zunajcelično enoto 
receptorja za IL-23. Polisorbatno ploščo (NUNC, Roskilde, Danska) smo prekrili z 
rekombinantnim zunajceličnim delom receptorja za IL-23 (10 µg/ml) v  prisotnosti pufra za 
prekrivanje (100 mM raztopina bikarbonat/karbonat, pH = 9,6) pri pogojih 7 °C čez noč. 
Naslednji dan smo ploščo spirali s PBST (PBS pufer z dodanim 0,05 % Tween, pH = 7,4) 
ter nezasedena vezavna mesta blokirali s PBSTB (1 % govejim serumskim albuminom v 
PBST). Nato smo na ploščo nanesli vzorce (bakterijska gojišča), ki so vsebovali proteine 
REX izločene iz bakterij L. lactis. Za pozitivno kontrolo smo uporabili biotiniliran protein 
REX115-TolA. Vezavo proteinov REX na receptor smo zaznali z anti-Flag tag protitelesi 
sklopljenimi encimom HRP v raztopini PBSTB (razmerje 1:20000), vezan protein REX115-
TolA pa smo detektirali s streptavidin-HRP konjugatom v PBSTB (razmerje 1:10000) ob 
dodatku TMB-Complete 2 substrata (TestLine Clinical Diagnostics s.r.o., Češka). Reakcijo 
smo ustavili z 2 M sulfonsko kislino in izmerili aborbanco pri 450 nm.  
Slika 14: Shema prilagojenega testa ELISA. 
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3 REZULTATI  
3.1 Preverjanje ustreznosti pripravljenih genskih konstruktov 
Genske konstrukte REX smo pomnožili z metodo PCR in jim dodali restrikcijska mesta. 
S pomočjo AGE smo preverili velikost pomnoženih fragmentov, jih izrezali in očistili iz gela 
ter vezali v plazmidni vektor pGEM-T Easy. Z dobljenimi vektorji smo nato transformirali 
kompetentne celice E. coli ter z metodo PCR na kolonijah potrdili prisotnost pomnožkov v 
plazmidu pGEM-T Easy. Plazmide smo izolirali in nato ustreznost pripravljenih genskih 
konstruktov potrdili z določanjem nukleotidnih zaporedij. Sočasno smo v bakteriji E. coli 
namnožili plazmid pGEM-USPflag, v bakteriji L. lactis pa plazmid pSDBA3b, ter oba 
izolirali. S pomočjo restrikcije in ligacije smo iz plazmidov pGEM-REX izrezali fragmente 
REX in jih vstavili v plazmid pSDBA3b (Slika 15). 
 
Slika 15: Rezultati AGE po restrikciji plazmidov pGEM+REX in pSDBA3b. V stolpcih od 1 do 6 smo 
nanesli restrikcijske zmesi pGEM+REX z ustreznimi restriktazami (1 - 3: fragmenti REX009/115/125 z 
restrikcijskimi mesti Bam/EcoRI, 3 - 6: fragmenti REX009/115/125 z restrikcijskimi mesti BamHI/XbaI). 
Stolpca 7, 8:  zmes plazmida pSDBA3b z restriktazama BamHI/EcoRI. Stolpca 9, 10:  zmes plazmida 
pSDBA3b z restriktazama BamHI/XbaI. Označene lise od 1 do 6 so fragmenti REX, ki smo jih po čiščenju iz 
gela vezali v ogrodje plazmida pSDBA3b, lise označene od 7 do 10. 
S plazmidi po opravljeni ligaciji pSDBA3b+REX009/115/125 smo transformirali 
kompetentne celice L. lactis in z metodo PCR na kolonijah potrdili prisotnost različic REX 
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(Slika 16), izolirali ustrezne serije plazmidov ter dokazali ustreznost nukleotidnih zaporedij. 
Nastali so plazmidi, ki omogočajo izločanje proteinov REX v gojšče pSC-REX009, pSC-
REX115 in pSC-REX125 ter tisti, ki omogočajo površinsko predstavitev proteinov REX 
pSD-REX009, pSD-REX115 in pSD-REX125. 
 
Slika 16: Rezultati AGE po reakciji PCR na kolonijah. Ligacija 1 predstavlja nanešene transformirane 
kolonije s plazmidom po ligaciji (pSDBA3b+REX009) = pSC-REX009, ligacija 2 s plazmidom 
(pSDBA3b+REX115) = pSC-REX115, ligacija 3 s plazmidom (pSDBA3b+REX125) = pSC-REX125, 
ligacija 4 s plazmidom (pSDBA3b+REX009) = pSD-REX009, ligacija 5 s plazmidom 
(pSDBA3b+REX115) = pSD-REX115 in ligacija 6 s plazmidom (pSDBA3b+REX009) = pSD-
REX125. Za pozitivno kontrolo smo uporabili  kolonije, transformirane s plazmidom pSDILP317. 
Negativna kontrola je bila reakcijska mešanica PCR na kolonijah brez DreamTaq.  
V nadaljevanju smo s pomočjo restrikcije in ligacije zamenjali gen za signalni protein 
Usp45 z genom za Usp45-Flag iz vektorja pGEM+USPflag, s čimer smo želeli v fuzijski 
protein dodati oznako Flag, in sicer zaradi lažje imunske detekcije. Končne konstrukte smo 
poslali na določanje nukleotidnih zaporedij. Zaporedja so predstavljena v Prilogi, sheme 
genskih konstruktov pa prikazuje Slika 17. 
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Slika 17: Shema pripravljenih genskih konstruktov. 
3.2 Izražanje različic proteinov REX v bakteriji L. lactis 
Izražanje proteinov smo izvedli v 10 ml bakterijskih kulturah, pri čemer smo izražanje 
sprožili z dodatkom nizina v eksponentni fazi rasti. Inkubacija z nizinom je trajala 3 h. Celice 
smo lizirali s soniciranjem in celične lizate analizirali z NaDS PAGE. Izražane proteine smo 
detektirali na nespecifičen način z barvanjem z barvilom Coomassie Brilliant Blue oz. na 
specifičen način, z uporabo protiteles po prenosu western.  
3.2.1 Rezultati barvanja z barvilom Coomassie Brilliant Blue 
Proteine v lizatih celic L. lactis smo po ločitvi z metodo NaDS PAGE obarvali z 
barvilom Coomassie Brilliant Blue. Proteine REX smo zaznali le v lizatih, pri katerih so bili 
proteini predstavljeni na površini celic (REX v fuziji s površinskim sidrom s približno 
molekulsko maso 30 kDa) (Slika 18). 
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Slika 18: Rezultati barvanja z barvilom Coomassie Brilliant Blue. Vključeni so lizati celic L. lactis, ki 
izločajo različice vezalcev REX v fuziji s Flag in vsebujejo različne plazmide: 1: pSD-REX009-Flag, 2: pSD-
REX115-Flag, 3: pSD-REX125-Flag, 4: pSC-REX009-Flag, 5: pSC-REX115-Flag, 6: pSC-REX125-Flag. 
3.2.2 Rezultati prenosa western 
Proteine celičnega lizata ločene z NaDS PAGE smo prenesli na membrano PVDF in jih 
analizirali s protitelesi proti oznaki Flag. Kot primarna protitelesa smo uporabili kunčja 
protitelesa proti Flag, kot sekundarna pa kozja proti kunčja protitelesa. Proteine REX smo 
detektirali le v lizatih celic L. lactis, kjer so bili proteini predstavljeni na površini celic 
(vzorci 1, 2, 3) (Slika 19).  
 
Slika 19: Rezultati prenosa po westernu. Vključeni so lizati celic L. lactis, ki izločajo različice vezalcev 
REX v fuziji s Flag in vsebujejo različne plazmide: 1: pSD-REX009-Flag, 2: pSD-REX115-Flag 3: pSD-
REX125-Flag, 4: pSC-REX009-Flag, 5: pSC-REX115-Flag. 6: pSC-REX125-Flag. 
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Uspešnost izločanja proteinov REX v gojišče smo preverjali s prenosom po westernu, z 
analizo gojišča po odstranitvi celic (Slika 20). Kot primarno protitelo smo uporabili kunčje 
protitelo proti Flag, kot sekundarno pa kozje protikunčje protitelo, sklopljeno z encimom 
HRP. Ker smo v vzorcih gojišč pričakovali manjšo vsebnost proteinov, smo gojišča pred 
nanosom na gel za ločbo proteinov z NaDS PAGE 10x skoncentrirali s pomočjo 
centrifugalnih koncentratorjev. Na Sliki 18 so močno vidne različice proteinov REX v fuziji 
s površinskim sidrom za izražanje na celični površini, čeprav celice v vzorcu niso bile 
prisotne. Kljub koncentriranju pa smo med vzorci proteinov, ki se izločajo v gojišče, zaznali 
le protein REX125 (vzorec 6). Pri vzorcih REX009 (vzorec 1) in REX125 (vzorec 3) s 
pritrjenim sidrom pa smo opazili produkte razgradnje.  
 
Slika 20: Rezultat prenosa po westernu 10x koncentriranih gojišč kultur L. lactis, po indukciji izražanja 
različic proteinov REX v fuziji s Flag. 1: pSD-REX009-Flag, 2: pSD-REX115-Flag, 3: pSD-REX125-Flag, 
4: pSC-REX009-Flag, 5: pSC-REX115-Flag. 6: pSC-REX125-Flag.  
3.3 Predstavitev fuzijskih proteinov REX na površini celic L. lactis 
Na Sliki 21 so prikazani rezultati pretočne citometrije celic L. lactis, ki izločajo fuzijske 
proteine REX. Za detekcijo smo uporabili primarna kunčja protitelesa proti Flag ter z Alexa 
Fluor 488 fluorescentno označena sekundarna protikunčja protitelesa IgG Fab2. Izražanje 
fuzijskih proteinov REX smo zaznali le pri proteinih, vezanih na površino celice (fuzija s 
površinskim sidrom AcmA). Intenzivnost signala oz. prisotnost na površini je bila najvišja 
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pri fuzijskem proteinu REX125, sledil pa mu je REX115. Najnižjo intenzivnost signala smo 
izmerili pri fuzijskem proteinu REX009.  
 
Slika 21: Rezultati pretočne citometrije celic L. lactis, ki vsebujejo različne plazmide (pSD-REX009-
Flag, pSD-REX115-Flag pSD-REX125-Flag, pSC-REX009-Flag, pSC-REX115-Flag, pSC-REX125-
Flag) in predstavljajo različne proteine REX na svojih površinah. Za detekcijo smo uporabili 
protitelesa proti oznaki Flag. Kontrola: bakterije L. lactis transformirane s praznim plazmidom 
pNZ8148. Podani so rezultati meritev 3 vzporednih vzorcev ±SD. Statistična analiza je bila 
opravljena z enostranskim t testom (** p<0,005, *** p<0,001). MFI, povprečna intenziteta 
fluorescence (angl. mean fluorescence intensity). 
3.4 Vezava IL23-R na proteine REX predstavljene na površini bakterij L. lactis 
Funkcionalnost površinsko predstavljenih različic proteinov REX, v fuziji s sidrom 
AcmA, smo določali z meritvijo obsega vezave rekombinantnega človeškega receptorja za 
IL-23, sklopljenega z regijo Fc človeškega protitelesa IgG (IL-23RFc), na proteine REX 
(Slika 22). IL-23RFc smo detektirali z metodo pretočne citometrije, pri čemer smo uporabili 
primarno kozje proti človeško protitelo in nato sekundano oslovsko proti kozje protitelo, 
označeno s floroforom Alexa 488. Proteina REX009 in REX125 sta izkazovala podobno 
sposobnost vezave na IL-23RFc, medtem ko je bila ta pri proteinu REX115 nekoliko nižja. 
Pri primerjavi proteinov REX z in brez oznake Flag, so tisti brez oznake izkazovali nekoliko 
večjo sposobnost vezave na IL-23RFc.  
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Slika 22: Rezultati pretočne citometrije celic L. lactis,  ki vsebujejo različne plazmide (pSD-REX009-
Flag, pSD-REX115-Flag pSD-REX125-Flag, pSC-REX009-Flag, pSC-REX115-Flag, pSC-REX125-
Flag) in predstavljajo različne proteine REX na svojih površinah. Obseg vezave na IL-23R smo določili s 
fuzijskim proteinom IL-23R-Fc. Kontrola: bakterije L. lactis transformirane s praznim plazmidom pNZ8148. 
Statistično analizo smo izvedli z enostranskim t testom (** p<0,005, *** p<0,001). MFI, povprečna intenziteta 
fluorescence (angl. mean fluorescence intensity). 
3.5 Vezava izločenih različic proteina REX na človeški rekombinantni receptor 
IL-23R 
Funkcionalnost proteinov REX, izločenih v gojišče, smo preverjali z modificiranim 
testom ELISA. Gojišča bakterij L. lactis z izločenimi proteini REX smo inkubirali z 
imobilizirano rekombinantno zunajcelično enoto človeškega receptorja za IL-23 in 
vrednotili obseg njune vezave. Rezultati, prikazani na Sliki 23, potrjujejo statistično značilno 
vezavo IL-23R na proteine REX009 in REX115, v primerjavi s kontrolnim gojiščem L. 
lactis, ki ni vsebovalo proteinov REX. Veljavnost uporabljene detekcijske metode smo 
potrdili s pomočjo rekombinantnega in vivo biotiniranega proteinskega vezalca REX115-
TolA-Avi, nanešenega v pufru PBS (Slika 24) (15). 
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Slika 23: Rezultati vezave v gojišče izločenih proteinov REX na zunajcelično področje človeškega 
receptorja za IL-23 (IL-23R), pridobljeni s prilagojenim testom ELISA. Detekcija je potekala s 
protitelesom proti Flag, konjugiranim z encimom HRP. Podane so srednje vrednosti absorbance ± SD. 
Primerjali smo vrednosti absorbance izmerjene pri vezanih proteinih REX in brez dodanega REX. Za negativno 
kontrolo smo uporabili BSA. Statistično analizo smo izvedli s testom ANOVA,(ns – ni statistično značilne 
razlike). 
 
Slika 24: Pozitivna kontrola prilagojenega testa ELISA. Za pozitivno kontrolo smo  uporabili prečiščen 
protein REX115-TolA. Detekcijo smo izvedli s streptavidinom, konjugiranim z encimom HRP. Statistično 
analizo smo izvedli s testom ANOVA. 
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Hujše oblike kronične vnetne črevesne bolezni (KVČB), ki so slabo odzivne na 
zdravljenje z imunomodulatorji in kortikosteroidi, se zdravijo s protitelesi proti različnim 
tarčam v procesu vnetnega odziva, predvsem z zaviralci citokinske osi IL-23/Th17. Slabost 
protiteles je v njihovih velikih molekulskih masah, možnosti nastanka imunskega odziva 
prejemnika nanje, neodzivnosti bolnikov na tovrstno terapijo ter visoka cena. Zato se je 
razvoj nedavno usmeril na majhne molekule z visoko afiniteto in specifičnostjo. Lokalna 
dostava in nevtralizacija vnetnih citokinov sta se v živalskih modelih vnetne črevesne 
bolezni pokazali kot koristni, vendar pa so pri peroralni aplikaciji proteini izpostavljani 
ekstremnim pogojem v gastrointestinalnem traktu in zato podležejo degradaciji (58). Z 
načrtovanjem ustreznega dostavnega in ekspresijskega sistema, kot je npr. rekombinantna 
bakterija Lactococcus lactis, bi lahko proteine v funkcionalni obliki dostavili na želeno 
mesto delovanja.  
V dosedanjih študijah so rekombinantno bakterijo L. lactis že uporabljali za zdravljenje 
KVČB, in sicer tako za dostavo citokinov (npr. IL-10), kot za njihovo nevtralizacijo (59). 
Površinsko predstavljenim majhnim proteinom, npr. finomerom, s sposobnostjo vezave IL-
17, adnektinom s sposobnostjo vezave IL-23, affibody-em s sposobnostjo vezave TNF-α ter 
proteinom ILP iz skupine ABD, s sposobnostjo vezave podenote p19 IL-23, smo dodali 
proteine REX s sposobnostjo vezave na IL-23R, in sicer na podlagi predhodne študije, v 
kateri so identificirali antagoniste REX človeškega receptorja za IL-23 v kombinatorni 
knjižnici vezalcev ABD (15, 60, 61). Razvoj proteinov REX009, REX15 in REX125 smo 
izvedli s ciljem njihove tarčne dostave s pomočjo mlečnokislinske bakterije Lactococcus 
lactis. Tako bi namreč lahko uspešno združili pozitivne učinke mlečnokislinskih bakterij na 
imunski sistem ter nevtralizacijo IL-23R z dostavo majhnih proteinov REX.  
Pripravili smo dve seriji genskih konstruktov za vezalce REX, ki so nam omogočili 
izločanje rekombinantnih vezalcev v gojišče (plazmid pSC) oz. njihovo površinsko celično 
predstavitev (plazmid pSD). Genski konstrukt se je na plazmidu nahajal za promotorjem 
Pnis, kar nam je omogočilo nadzorovano izražanje proteinov v odvisnosti od dodane količine 
inducenta nizina. V genski konstrukt smo vključili gen za signalni peptid Usp45, ki spodbudi 
prehod proteina preko celične membrane. Temu sta sledila gen za označevalni peptid Flag, 
ki nam je olajšal detekcijo proteinov REX s specifičnimi protitelesi anti-Flag, ter genski 
zapis vezalca REX. V seriji genskih konstruktov pSD je bil dodatno prisoten še genski zapis 
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za površinsko sidro cAcmA, ki je omogočal nekovalentno vezavo izločenih proteinov REX 
na površino bakterij L. lactis.  
Po izražanju proteinov REX-Flag, ki smo ga v transformiranih celicah L. lactis inducirali 
z dodatkom nizina, smo njihovo prisotnost preverjali v celičnih lizatih. Z metodo prenosa po 
westernu z uporabo specifičnih protiteles proti označevalnemu peptidu Flag in z barvanjem 
z barvilom Coomassie Brilliant Blue, smo dokazali prisotnost vseh 3 različic proteinov REX-
Flag z molekulskimi masami okrog 30 kDa in s sposobnostjo predstavitve na površini celic. 
Prisotnosti izločenih proteinov REX-Flag nismo zaznali, kar pripisujemo uspešnemu in 
hitremu izločanju proteinov v gojišče, njihovi majni molekulski masi ter posledično oteženi 
detekciji. 
Prenos po westernu smo ponovili z 10 krat koncentriranimi gojišči bakterijskih kultur, 
da bi zaznali prisotnost v gojišče izločenih proteinov REX-Flag. V koncentratih smo potrdili 
le prisotnost proteina REX125-Flag z molekulsko maso okrog 10 kDa. Možen vzrok za 
neuspelo detekcijo izločenih proteinov REX009-Flag in REX115-Flag bi lahko bila njihova 
izguba med procesom koncentriranja gojišč s koncentratorji, in sicer zaradi njihove majhne 
molekulske mase in majhne razlike v primerjavi z velikostjo por koncentratorja. V vzorcih 
gojišča pa smo zaznali vse različice plazmida pSD, čeprav v vzorcu ni bilo prisotnih celic. 
To pripisujemo nepopolni vezavi proteinov REX s sidri na površino bakterij L. lactis. 
Obseg površinske predstavitve proteinov REX-Flag smo preverjali s pretočno 
citometrijo, ob uporabi specifičnih protiteles proti oznaki Flag. Najobsežnejšo predstavitev 
na površini smo ponovno dokazali za fuzijski protein REX125-Flag, s čimer smo potrdili 
rezultate prenosa proteinov po westernu. Po jakosti sta mu sledila fuzijska proteina REX115-
Flag in REX009-Flag. Zmanjšan obseg površinske predstavitve bi lahko pripisali manjšemu 
obsegu vezave proteinov na površino bakterijskih celic oz. zmanjšanemu zaznavanju s 
protitelesi proti označevalnemu peptidu Flag, ki je lahko posledica konformacijskega 
zakrivanja. V gojišče izločenih proteinov REX-Flag po pričakovanju nismo zaznali, saj niso 
vsebovali sidrne domene za pritrditve na površino bakterij.  
Poleg obsega površinske predstavitve nas je zanimala tudi funkcionalnost predstavljenih 
proteinov REX, kar smo preverili z njihovo sposobnostjo vezave na topni človeški 
rekombinantni receptor IL-23R, in sicer s pretočno citometrijo. Receptor je bil združen s 
področjem Fc protiteles IgG (IL-23R-Fc), kar je omogočilo njegovo detekcijo s protitelesi 
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proti Fc. Največjo zmožnost vezave IL-23R je imel protein REX125, po jakosti pa sta mu 
sledila vezalca REX009 in REX115. Pri primerjavi vezalcev REX z in brez oznake Flag smo 
opazili, da označevalni peptid Flag v manjši meri negativno vpliva na zmožnost njihove 
vezave na receptor, o čemer so e poročali v primeru predstavljanja proteinov ILP na površini 
L. lactis (61). Najverjetneje označevalni peptid Flag neugodno vpliva na zvitje vezavnega 
mesta proteina REX oz. sterično ovira njegovo vezavo na aktivno mesto IL-23R. 
Sposobnost proteinov REX, izločenih v gojišče, za vezavo na človeški rekombinantni 
receptor IL-23R, smo preverili s prilagojenim testom ELISA. Z njim smo določali vezavo 
proteinov REX na imobilizirano rekombinantno zunajcelično področje človeškega 
receptorja IL-23R. Vezavo smo dokazali pri proteinih REX009 in REX115. V nasprotju s 
prejšnjimi rezultati, pa je test pokazal največji obseg vezave med receptorjem IL-23R in 
proteinom REX009. Protein REX125, pri katerem smo pred tem opazili največji obseg 
celične površinske predstavitve in vezave na topni rekombinantni receptor, pa se na IL-23R 
v tem primeru ni vezal statistično značilno bolje od kontrolnega negativnega vzorca. To bi 
lahko pripisali prostorsko dobro dostopnemu mestu Flag za protitelesa proti Flag in 
prostorskemu zakrivanju aktivnega mesta proteina, odgovornega za vezavo. 
Splošnemu nezaupanju do gensko spremenjenih organizmov in njihove uporabe bi se 
lahko izognili s predstavitvijo rekombinantnih proteinov na gensko ne-spremenjenih 
bakterijah. To nam omogoča sklopitev proteinov s površinskim sidrom AcmA. Proizvodnjo 
proteinov, sklopljenih s USP-Flag in AcmA, bi lahko v prihodnjih poskusih izvajali v 
transformiranih celicah E. coli, izražene proteine pa nato ločili od celic. V naslednjem 
koraku bi lahko inkubirali gensko nespremenjene L. lactis s proteini, povezanimi s sidrom 
in preverjali obseg njihove nekovalentne vezave na površino celic (62). 
Če povzamemo, dobljeni rezultati potrjujejo, da rekombinantne bakterije L. lactis lahko 
inducibilno izražajo proteine REX, jih izločajo v gojišče in predstavljajo na svojih površinah 
v funkcionalni obliki. Kot taki so torej uporabni za nadaljnje raziskave in vivo na živalskih 
modelih z inducirano KVČB. Na osnovi kristalne strukture kompleksa človeškega IL-23/IL-
23R, ki je na razpolago v podatkovni bazi Protein Data Bank, so bili pripravljeni modeli 
vezave proteinov REX na IL-23R (Slika 25A) (63). Na Sliki 25 sta predstavljena 
najverjetnejša modela vezave proteinov REX115 (B) in REX125 (C), na modelu mišjega IL-
23, pri čemer program ni predvidel podobne vezave med REX009 in IL-23R. Ideja za 
nadaljnje raziskave je združiti površinsko predstavitev proteinov ILP z njihovo vezavo na 
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podenoto p19 IL-23 in uspešno sekrecijo proteinov REX z njihovim antagonističnim 
delovanjem na receptor za IL-23 ter tako pridobiti sinergistično delovanje pri zaviranju 
citokinske osi IL-23/Th17 (61). 
 
Slika 25: Predvidena vezava IL-23 in proteinov REX na IL-23R. (A) Kristalna struktura kompleksa 
IL-23/IL-23R; vijolična barva predstavlja IL-23R, zelena podenoto p19 IL-23, rdeča pa podenoto p40 IL-23. 
(B) Najverjetnejša vezava proteina REX115 (rumena barva) na mišji model IL-23R (modra barva) ter 
predvideni položaj IL-23 (siva barva). (C) Najverjetnejša vezava proteina REX125 (oranžna barva)  na mišji 
model IL-23R (modra barva).  Povzeto po (63). 
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• Uspešno smo pripravili genske konstrukte z geni za vezalce REX in jih izrazili v 
bakteriji L. lactis.  
• Vezalce REX smo uspešno izločili v gojišče in predstavili na površini bakterij.  
• Površinsko predstavljeni vezalci REX009, REX115 in REX125 so vezali 
rekombinantni kompleks IL-23R-Fc. Najobsežnejšo vezavo je izkazal protein 
REX125, sledila pa sta mu proteina REX009 in REX115.  
• Fuzija vezalcev REX z označevalnim peptidom Flag je zmanjšala njihovo 
sposobnost vezave receptorja v obliki IL-23R-Fc. 
• V gojišče izločeni vezalec REX009 je izkazal največji obseg vezave na 
rekombinantno zunajcelično področje receptorja IL-23R. 
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